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STUDIEN UBER DIE TEILWEISE BROMIERUNG 
DES PHLORHIZINS. 


I. Mitteilung. 
Von. 


KEIZO MISAKI. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium, Okayama. 
Vorstand : Prof. Dr. T. Shimizu). 
(Eingegangen am 5. Dezember, 1924.) 


Schon vor langer Zeit hat von Mering (1889) die glykosu- 
rische Wirkung des Phlorhizins entdeckt. Seither diente es zu 
vielen Untersuchungen auf dem Gebiete der Stoffwechselchemie 
und zu eingehender Arbeit auf dem Gebiete der reinen Chemie. 
Beztglich Konstitution und Formel ist das Phlorhizin in allen 
Eigenschaften genau bekannt. Aber nicht sicher steht fest, mit 
welcher der drei Hydroxylgruppen des Phloroglucins der Trauben- 
zucker verkuppelt ist. Was nun die glykosurischen Wirkung 
des Phlorhizins anbetrifft, ist ihr Wesen noch nicht klargestellt, 
weichen doch die Erklarungen dartiber noch sehr voneinander ab. 

Erlandsen (1910) und neuerdings Nash (1922) haben den 
Aufschluss gegeben, dass Glykosurie bei Phlorhizindiabetes auf 
der abnormen Funktion der Niere beruht, was heute im allge- 
meinen wahrscheinlich anerkannt ist. In diesem Sinne ist die 
Bromierung des Phlorhizins sehr interessant und von Bedeutung 
um zu verstehen, wie das Molekiil des Phlorhizins auf die Niere 
wirkt, auch kann sie Beitriige zur Forschung der Konstitution 
des Phlorhizins liefern. 

Vor einer Reihe von Jahren hat H. H. Frank eine grdéssere 
Versuchsreihe tber die Einwirkung von Brom auf Phlorhizin 
unter verschiedenen Unmstiinden angestellt. Bekanntlich hatte 
J. Schiller (1911) festgestellt, dass das Phlorhizin bei Anwen- 
dung von tberschissigem Brom in wisseriger Losung eine totale 
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Spaltung in Dextrose und Tetrabromphloretin erleidet. In methyl- 
alkoholischer Losung gelang es mir, durch vorsichtiges Hintragen 
der berechneten Menge Brom in eine unter 0°C gektihlte methyl- 
alkoholische Lésung von Phlorhizin zu einem schén kristallisie- 
renden teilweise bromierten Derivate des Phlorhizins, dem Dibrom- 
phlorhizin, zu gelangen. 

Die Darstellung dieses Korpers und seine Eigenschaften seien 
im Folgenden kurz beschrieben. 

Die Umsetzung verlauft vermutlich in der Gleichung : 


CH, CH, CO ———)—— 
TS oN \OH-H | 08 
H-C C-H OH-C C-0-C—_C—C— C-C-CH.-OH 
| | | | HHOH HH 
H-C C-H H-C O-H +4Br. 
Xo \o/ 
OH OH 
(Phlorhizin) 
CH,——CH, CO ——_Q——_ 
woe ve OH H | OH 
oa C-H OH-C C-O0-C—C—C—C-C-CH,-OH 
| | | HHO HA 
H-C C-Br Br-C C-H + 9H-Br. 
N\oZ \o*% 
OH OH 
(Dibromphlorhizin) 
DARSTELLUNG. 


90 g aus heissem Wasser mehrmals umkristallisiertes, getrock- 
netes, aber nicht kristallwasserfreies Phlorhizin werden in 250 ccm 
uber CaO od. gegliihtem CuSO, destilliertem Methylalkohol gelést, 
in der Kiltemischung bei —5° bis -10°C gekihlt und nun mit 34 g 
Brom (=2-Mol. Br,) unter Umschiitteln tropfenweise aus dem 
‘Tropftrichter versetzt, wad zwar in der Weise, dass man mit der 
Zugabe weiterer Brommengen immer wartet, bis die Farbe des 
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Broms verschwunden ist; est bei Zugabe eines kleinen Uber- 
schusses an Br (ca. 2-4g) bleibt schliesslich die Bromfarbe im 
Reaktionsgemisch bestehen. Léingeres Stehen im Hisschrank ftthrte 
nicht zur Kristallisation, jedoch wurde eine reichliche, zuerst 
gallertartig, aber spiter fest werdende in gelblich weisse Nadeln 
kristallisierende Ausscheidung erhalten, als die methylalkoholische 
Lésung unter Umrtihren mit dem 4 fachen Vol. eiskalten Wassers 
versetzt wurde. Die rohe Ausbeute betrug ungefiihr 40 ¢. Wurde 
der Rohkérper in méglichst wenig Methylalkohol gelost, auf CA. 
40°C erwirmt, unter Zusatz von Wasser derselben Temperatur 


und zwar in dem Grad, dass keine Triibung in der Lésung statt- 


findet, mit Tierkohle entfairbt, sc erhielt man schén in Nadeln 
kristallisierende Korper, sobald die methylalkoholische wiisserige | 
Lésung mit dem Wasser. versetzt und abgekihlt wurde. Durch 
wiederholtes Umkristallisieren aus warmem (40°C) Methylalkohol 
unter Zusatz von 4 Vol. Wasser erhélt man schwach gelbliche, 
schiéne Kristalle. Sowohl die wisserig-methylalkoholische Mutter- 
lauge wie der Rohkorper zeigten eine Linksdrehung der Ebene | 
des polarisierten Lichtes. 

Getrocknet im Vakuum von 90°0 schmilzt der auf diesem 
Weg erhaltene Kristall bei 160°C, erweichend bei 130°C. 

Die Substanz ist sehr leicht léslich in Methyl- und Athyl- 
alkohol, aus denen sie unter Zusatz von Wasser umkristallisiert 
werden kann, ferner in Essigdither, Aceton, Pyridin und Amyl- 
alkohol. In Wasser ist sie auch in der Hitze nur schwer loslich, 
ebenso in Ather, Chloroform, Benzol, Tetrachlorkohlenstoff und 
Schwefelkohlenstoff. Gegen Millonsches Reagens und Eisen- 


chloridlésung verhalt sich der Korper ganz anders wie Phlorhizin, 


aber gegen alkoholische Vanillin-salzsaure Losung(Gtinzburgsches 
Reagens) dhnlich wie Phlorhizin. Durch Flammenreaktion am 
Kupferdraht und durch die Abscheidung von Bromsilber wurde 
die Anwesenheit von Brom im Ko6rper festgestellt. 

Die 2%-ige Losung des Koérpers in Methylalkohol dreht im 
2-dm. Rohr links, woraus sich die spezifische Drehung 


ergibt [ o& Jp = —35,8 
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Die Elmentaranalyse ergab folgende Werte. 


0,1513 g Substanz gaben 0,2359 g CO,, = ‘H,0. 
Gefunden 42,52% O, 
3,99% H. 
0,1058 g Substanz gaben 0,1680g CO,, 0,0379 g H,0. 
Gefunden 42,17% OC, 
3,98% H. 
: Berechnet. tir O,,H,,0,.Br, 
42,439% C, 
3,739 H. 
0,1842 g Substanz liefern 0,1163 g AgBr 
Gefunden 26,87% Br. 
Berechnet 26,94% Br. 

‘Die Analysenwerte stimmen recht gut mit der Zusammen- 
setzung eines Dibromphlorhizins tberein, und zwar bei der empiri- 
schen Formel: C,,H,.0,Br, und dem Mol-Gewicht 594. Man ist 
daher berechtigt, den erhaltenen Korper als Dibromphlorhizin . 
anzusprechen. 

Auffallend ist die Ahnlichkeit des Kérpers mit Phlorhizin in 
allen chemischen und physiologischen Eigenschaften. Uber die 
physiologische Wirksamkeit soll in der néchsten Abhandlung 
ausfthrlich Bericht erstattet werden. 


BROMSPALTUNG AN DIBROMPHLORHIZIN. 


Der Umstand, dass Phlorhizin beim Behandeln mit iiber- 
schussigem Brom eine Aufspaltung in Tetrabromphloretin (1911). 
und Dextrose erleidet, veranlasste mich zu untersuchen, ob sich 
nicht eine ahnliche Spaltung direkt mit Dibromphlorhizin durch- 
fiihren liesse. Nach Angabe von Stas (1839) zerfallt das Philo- 
rhizin beim Erhitzen mit verdtinnter Mineralséure in Traubenzucker 
und Phloretin. 

Ich hoffte naéhmlich durch Ein ions von uberschissigem 
Brom auf Dibromphlorhizin dieselbe Spaltung zu erzielen, die 
beim Schullersehen Experiment in Phlorhizin unter gleichen 
Umstinden eintritt. Aber die Spaltung an Dibromphlorhizin ist. 
im angedeuteten Sinne ganz anders vorgegangen und ich habe bei. 
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Spaltung des Dibromphlorhizins Hexabromphloretin und d-Glukose 
erhalten und zwar d-Glukose quantitativ polarimetrisch bestimmt. 

Hierdurch kann man sicher annehmen, dass das Dibromphlo- 
rhizin als Komponent ein Mol. Traubenzucker enthalt. Diese 
Tatsache stimmt gut mit den oben erwdhnten Analysenwerten 
des Dibromphlorhizins tberein. Der Vorgang verladuft wahrschein- 
lich folgendermassen : : 


CH,—_H,——00,. 4 —-0-—— 
pore gS SAO A: |) OB. 
H-C. C-H OH C-O. C—C—U-C-CH,-OH 


Pe hod | | HHOH'HH. |. 
mit ‘C-H , +8-Br4+H,O 


--+#H-C C-Br-. 
OH OH 
(Dibromphlorhizin) 
CH, CH, 00 
Zo Ve 


fo», Ae 
Br-C C-Br OH-C C-OH. 

d | +4H-Br+C,H,.0, . 
Br-C -Br.. Br-O C-Br 


a eet 
OH OH - 
(Hexabromphloretin) 


Die Einzelheiten der Darstellungsmethode werde ich im 


' Folgenden beschreiben. 


EXPpERIMENTARES. 


1,5g Dibromphlorhizin wurde in einen gut getrockneten 
Scheidetrichter getan, mit genau 50ccm mit Ather gesittigtem 
Wagser versetzt und darauf 50ccm mit Wasser gesittigter Ather 
zugegeben. Dann wurde allmahlich Brom unter starkem Schitteln 
eingetropft bis die Atherschicht eine bleibende rotbraune Farbe 
zeigte. ‘Wasserige Lisung wurde mit erneutem Ather 2-3 mal 
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geschiittelt bis sie ganz wasserklar blieb. Die wasserige Losung 
dreht im 2-dm Rohr +0,96°, woraus sich die Prozente in Glukose 
0,913 % : 0,4565 g Glukose in 50ccm wasseriger Lésung ergeben. 

Eine Reduktionsbestimmung nach Betrand : 

10 com wisserige Lésung ergab 166,1mg Cu, woraus sich der Zucker- 
gehalt in 50com 0,463 g d-Glukose : 0,926% ergibt. 

Aus den Daten ersieht man, dass die berechnete Zuckermenge 
(0,4545 g d-Glukose aus 1,5 g Dibromphlorhizin) durch die Brom- 
spaltung fast gefunden worden war. 

Zur Gewinnung der anderen Komponente, des Bromphloretins, 
entfernt man aus der atherischen Lésung das tiberschiissige Brom 
mit angesdiuerter Natriumbisulfitlésung, trocknet mit Calcium- 
chlorid und lasst durch Fahnmotor bei Zimmeztemperatur ver- 
dunsten, wobei sich schéne seidenglinzende Nadeln ausscheiden. 
Aus dem warmen Methylalkohol kann man unter Zusatz von 
warmem Wasser schone seidenglinzende, schwach violettrot ge- 
firbte, lange Nadeln erhalten. Werden sie noch weiter aus 
heissem Wasser mehrmals umkristallisiert, so werden sie fast 
farblos. Ausbeute fast quantitativ. Der Korper ist in Eisessig 
und Alkohol leicht léslich, aus denen er unter Zusatz von Wasser 
umkristallisiert werden kann, ebenso in Aceton, Essigaéther, Amyl- 
alkohol, schwer in Chloroform, Benzol, Schwefelkohlenstoff, fast 
unldslich in kaltem Wasser und Petrolaither. 

Schmelzpunkt 150°C. 

Durch Flammenreaktion an Kupferdraht ist die Anwesenheit 
von Brom festgestellt. Es zeigt sich Vanillin-salzsiurereaktion, 
dagegen keine Millonsche Reaktion. 

Die Elementaranalyse ergab folgende Werte: 

0,1708 g Substanz gaben 0,1470 g CO, und 0,0268g H,0. 
Gefunden 23,839 C, 
1,759 H. n 
0,1210 g Substanz gaben 0,10£1 g CO, und 0,0148 g H,O 
Gefunden 23,46%% ©, 
1,42% H. 
Berechnet fiir C,,H,0,Br, 
24,06% C, 
1,08% H. 
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Diese Analysenwerte stimmen mit der Zusammensetzung eines 
Hexabromphloretins tiberein. 

Ich beabsichtige in diesem Zusammenhang weiterhin die 
Spaltungsprodukte bei weiterer Saure- od. Alkalispaltung, sowie 
die Substitution des eingefiihrten Broms durch andere Radikale 
zu untersuchen. 
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STUDIEN UBER DIE TEILWEISE BROMIERUNG 
DES PHLORHIZINS. ) 


II. Mitteilung. 


Uber Bromphlorin und Brom-p-oxyphenylpropionsaure, 
ci: Spaltungsprodukte des Dibromphlorhizins. 


Vox 


KEIZO MISAKI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium, Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu). 


(Eing>gangen am 5, Dezember 1924.) 


Nach M. Cremer und R. W. Seuffert (1912) erleidet das 
Phlorhizin, wenn man es vorsichtig mit Alkali erhitzt, einen 
Zerfall in ein Glykosid und in p-Oxyphenylpropionsiure. Das 
Glykosid hat M. Cremer Phlorin genannt und als an Hunden | 
Glykosurie erzeugend (1914) erwiesen. Dieser Korper ist als ganz 
identisch mit dem durch E. Fischer und H. Strauss (1912) 
synthetisch dargestellten Phloroglucinglukosid erklirt werden. _ 

In diesem Sinne gelang mir die Spaltung des Dibromphlo- 
rhizins durch verdtinntes Alkali dadurch, dass das gewinschte 
bromierte Phloroglucinglukosid und bromierte p-Oxyphenylpropion- 
sdure sich bildeten und ich auf diese Weise den Korper in 
schonen Kristallen erhielt. So kann man feststellen, dass Brom- 
atome des Dibromphlorhizins sowohl in Phloroglucinkern als auch 
in Phloretinséurekern eingetreten sind. Vergleichung der beiden 
K6rper Phlorin und bromiertes Phlorin an Wirksamkeit und 
Konstitution ist fir die Erfyrschung der glykosurischen Wirkung 
des Phlorhizins sehr bedeutsam. 

Den Reaktionsprodukten gemiiss verlauft also die Umsetzung 
nach folgender Gleichung : 
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{ | 
; OH H |OH 
Aas AE ei 
H-C C-H  H-C O-O-C-—C-C-C-C-CH,OH 
| | | | wHorut 
H-C CBr Brc: cq HHOHHA ae 
\oZ% \ On : 
OH OH 
Dibromphlorhizin. 
CH,-CH,-COOH H Sar 
\ | 
q HHH | OH 
. eS Rae Due 
Eee ae Bh OH-C C-O-C-—C-C--C-C-CH.OH 


\ - i | l 
nO Gr 7 peé ¢ayll WORHH 
Se ye 
on OH 
) (i) 


p-Oxyhbromphenylpropion siuro Bromphlorin. 
(Bromphloretinsiture ). 


Da Halogene in o-Stellung zur OH Gruppe in Phenole ein- 
treten, nechme ich an, dass das Brom in o Stellung zur OH Gruppe 
der Phloretinsiure (Formel I) und des Phloroglucius in Phlorin 

_(Formel IT) eintreten muss. 

Darstellungsmethode und Kigenschaft2n des K6érpers. seien im 

Folgenden beschrieben. 


DARSTELLUNG. 


6 g Dibromphlorhizin werden in 80 ceom 12,5 % salpetrige- 
siu efreier Tosung von Bariumhydroxyd gelést und auf dem 
siedenden Wasserbade unter Rickflussktthler ea. 9 Stunden erhitzt. 
Die braun-schwarz gewordenen Reaktionsprodukte werden mit ver- 
diinnter Schwefelsdure auf Kongo angesduert und die Niederschlige 
yon . Bariumsulfat abfiltriert. Das Filtrat wird mit Ather 
mehrinals im Scheidetrichter unter Schitteln extrahiert. 
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Aus der atherischen Lésung erhdlt man beim Verdunsten in 
Zimmertemperatur glinzende Kristalle, die aus heissem Wasser 
unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert werden. In heissem. 
Wasser werden die Kristalle in prachtvolle glinzende, driisenartig 
sich grappierende prismatische Tafeln ausgeschieden. , 

Dieser Korper zeigt die Flammenreaktion von Brom durch 
Kupferdraht und Millonsche Reaktion. 

Als Ausbeute bekam ich 0,9 g aus 6 g Dibromphlorhizin, 
d.i. ca. 159§ der Theorie. 

Die reine Sabstanz (Bromphloretinsdure) besteht aus weissen 
Kristallen von Schm.-pt. 90°C. 

Thre Analyse ergibt folgende Werte: 

0,1507 g Subst. : 0,2450 g CO,, 0,0570 g H,0. 
C,H,BrO, Ber. 43,90 % 0, 3,68 % H. 

Gef. 43,73 96 ©, 4,22 % H. 

0,1406 g Subst. : 0,2215 g CO,, 0,0513 g H,O. 
Gef. 43,54 % C, 4,03 9¢ H. 

Der Ko6rper ist leicht léslich in Alkohol, Aceton und Essig- 
dither, aber schwer in Chloroform und Schwefelkohlenstoff. In 
kaltem Wasser ist er schwer, in Sodaldsung unter CO,-Entwicklung 
spielend léslich. 

Zufolge der oben erwihnten Tatsachen kann man den Korper 
als Monobrom-p-oxyphenylpropionséure ansehen. 

Der ausgeiitherten Lésung wird soviel basische Bleiessiglésung 
Zugesetzt, bis der Niederschlag vollstindig ausfillt, und der ent- 
standene braungelbe Niederschlag sofort auf der Nutsche filtriert. 
Zum Filtrat wird kaltgesittigtes Barytwasser zwecks vollstiindiger 
Ausfillung zugesetzt und die weissen Niederschliige sofort abge- 
nutscht. Die durch Bleiessig erhaltene Fillung wird mit 10 % 
Schwefelsiiure in der Reibesschale verrieben und zwar setzt man 
soviel Siiure zu, bis die Reaktion auf Kongopapier eintritt. Das 
von BaSO, befreite Filtrat wird dureh Bariumkarbonat von 
uberschtissiger Schwefelsiiure befreit und filtriert. Aus dem lilt- 
rate erhilt man durch Einengung silbergliinzende lange Nadeln, 
die mit Tierkohle entfirbt, aus heissem Wasser umkristallisicrt 
werden. Ausbeute ci. 0,15 g. 
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Aus dem Barytniederschlag wurde durch dieselbe Behandlung 
derselbe in lange Nadeln kristallisierende Korper wie aus dem 
Bleiniederschlag erhalten, aber die Ausbeute war viel geringer. 

Der Korper ist schwer in kaltem, leicht in heissem Wasser 
loslich, fast unldslich in Alkohol, Essigéther und unldslich in 
Chloroform, Benzol und Aceton. Er schmilzt bei etwa 280°C unter 
Erweichung bei 230°C und ist linksdrehend. Durch Flammen- 
reaktion an Kupferdraht wurde die Anwesenheit von Brom 
nachgewiesen. Gegen Millonsche Reaktion und Vanillinsalzsdure 
Reaktion ist der K6rper positiv ausgefallen. 


0,1448 g Substanz gaben 0,2064 g CO, und 0,0534 g H,O 
Berechnet fiir C,,.H,,BrO, 39,31 % C, 4,12 % H. 
Gofunden 38,57 % CO, 4,12 % H. 
Aus den oben beschriebenen Tatsachen kann man szhliessen, 
dass die bromierten Kérper Bromphlorin und Bromphloretinséure 
durch Alkalispaltung des Dibrompblorhizins entstanden sind. 
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UBER DIE KATALYTISCHE WIRKUNG DES BLUTFARB- 
STOFFES AUF NATRIUMHYPOCHLORIT NEBST EINER 
NEUEN FARBENREAKTION DES BLUTES. 


Von 


SCHOYO SAKAGUCHI. 


(Aus dem biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitat .zu 
Tokyo. Vorstant: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1924.) 


Einige Metallsalze wie Kobalt, Nickel u. a. wirken bekannt- 
lich auf die Zersetzung des Hypochlorits katalytisch beschleuni- 
gend (2 NaOCl=2 NaCl+O,). Weil das katalytische Verhalten 
des Blutfarbstoffes gegentiber dem Wasserstoffperoxyd besonders 
in alkalischer Reaktion bekannt ist, kam mir der Gedanke 
dass er bei der Zersetzung des Hypochlorits eine katalytische 
Wirkung dussern kénnte. Um diese Verhdltnisse zu prifen, habe 
ich zuerst folgende Versuche angestellt. 

5 mg Hamatin wurden mit Hilfe von 0,5 ccm n/10-NaOH in 
100 cem aufgelést und verschiedene Mengen (5 bis 40 ccm) davon | 
unter dem Zusatz von Wasser auf gleiches Volum, 45 ccm, 
gebracht. Diese wurden mit 5 ccm n/10-NaOCl versetzt, um 
nach 15 Minuten auf den Verbrauch von Natriumhypochlorit 
gepruft zu werden. Der letztere wurde bestimmt, indem die 
libergebliebene Hypochloritmenge nach Penot (Fresenius) 
unter den Gebrauch von Jodkaliumstirkepapier als Indikator mit 
n/10-Arsenigsdure titriert wurde. 

Wie man aus der Tabelle ersieht, vergrdsserte sich die 
Spaltung des Natriumhypochlorits durch Héamatin mit der Menge 
des letzteren. Nach diesem Befunde dirfen wir die Wirkung von 
Hamatin auf die Spaltung des’ Natriumhypochlorits als eine ka- 
talytische annehmen, 
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TABELLE I. 


Versuchstemperatur 15°C. 


Menge der abgespaltenen 


Hmatinidsang, (5 mg in 100 com) n/10-NaOCL-Lésung 
: : com ecm. 
5 0,15 
10 0,3 
20 0,5 
40 0.9 


Als ich aber an einigen Substanzen untersuchte, ob sie die 
hypochloritspaltende Wirkung des Hamatins in-irgend einer Weise 
beeinflussen, habe ich gefunden, dass diese Wirkung durch Zusatz 
von Traubenzucker, Formalin u. a. auffallend verstirkt wird. 

Hamatinldsung (5 mg in 100 ccm) wurde mit oder ohne 
Zusatz von Traubenzuckerlosung (10 g/dl) mit Natriumhypochlorit 
15 Minuten lang zusammengelassen. Die dabei gespaltene NaOCl- 
Menge wurde wie gewoéhnlich titrimetrisch bestimmt. Daneben 
habe ich auch als Kontrolle den Verbrauch von Natriumhypo- 
hlorit curch reine Traubenzuckerlo6sung untersucht. Einzelne 
Daten sind in folgender Tabelle (T'abelle II) wiedergegeben. . 

Aus der Tabelle ersieht man, dass die hypochloritspaltende 
Wirkung des Himatins durch Zusatz von Traubenzucker stark 
gesteigert wird, wiihrend der Zucker selbst nur ganz wenig Salz 
verbraucht. Der Verbrauch von Natriumhypochlorit steigert sich 
gewissermassen mit der Zuckermenge, aber die Vergrésserung 
derselben uber eine gewisse Grenze hat keinen deutlichen Einfluss 
mehr. 

Diese Untersuchungsresultate werden auch durch die Versuchs- 
temperatur nicht minder beeinflusst. Bei hdherer Temperatur 
hért die Spaltung des Natriumhypochlorits rascher auf, obwohl das 
Salz dabei mehr gespalten wird, als bei niedriger. Diesen Einfluss 
kann man aus folgender Tabelle (Tabelle IIL) deutlich ersehen. 
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TAPELLE ILI. 
Versuchstemperatur 30°C. 
Bestandteile der Mischung. Menge Vermehrte 
Menge des 
des abge- abgespalt. 
‘4 ee Trauben- ? spaltenen NaOCl durch 
Hiimatinlés. eankuslia. Wasser | n/10-NaOCl N00) Traubenzucker 
a-(b+c) 
ccm com ecm com ccm com 
a 5,0 20 28 5,0 2,8 
b 5,0 — 40 5,0 0,15 25 
c — 2,0 43 5,0 0,15 
a 5,0 4,0 36 5,0 3,9 
b 5,0 = 40 5,0 0,15 3,45 
c¢ — 4,0 41 5,0 0,3 
a 5,0 6,0 34 5,0 4,2 
b 5,0 Sng 40 5,0 0,15 3,6 
ec — 6,0 39 5,0 0,45 
a 5,0 8.0 32 5,0 44 
b 50 = 40 5,0 0,15 3,65 
eds 8,0 37 5,0 0,6 
a 5,0 10,0 30 5,0 4,55 
b 5,0 — 40 5,0 0,15 3,65 
re 10,0 85 5,0 0,75 
TABELLE III. 
Die Spaltung des Natriumhypochlorites (Total=5 com) boi Gegenwart 


von 5 ccm Himatin und 5 ec 


m 10 %iger Zuckerlésung bei verschiedenen 


Temperaturen. 

‘yeaa Menge des abgespaltenen NaOCl (com) nach 

ee es 0 ae 0s 80 0 0 Pe 100 Min. 
40° 3,6 | 36 |] 3,6 jek 
30° 3,6 | 36 | 3,6 | 36 
20° 20 | 35 | 36 | 36] 36 
10° 0,15! 1,9 | 3,35/ 3,45] 35 | 35 
0° = 0,05; — 0,55} — 12 | 24 | 28 | 3,25] 3,35 
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Ausserdem sei erwabnt, dass diese Versuchsresultate durch 
die Alkalitat der n/10-Natriumhypochloritlosung beeinflusst werden. 
Bei oben stehenden Untersuchungen wurde also eine und dieselbe 
n/10-Natriumhypochloritlésung gebraucht, die freies Alkali von 
0,02-Normal enthalt. Diese n/10-Natriumbypochloritlosung wurde 
durch Verditinnung einer konzentrierten Losung bereitet, die durch 
Leitung des berechneten Chlors in Natronlauge (10%) dargestellt 
-wurde. Beim Gebrauch yon n/10-Natriumhypochloritlésung, die 
freies Alkali in anderen Konzentrationen als die oben angege- 
benen enthalt, fallt das Versuchsresultat ganz anders aus. Um 
diese Erscheinung aufzuhellen, habe ich folgenden Versuch aus- 
gefihrt. 

2-15 ccm Hamatinlésung wurden unter oder ohne Zusatz von 
5cem Traubenzuckerlésung (10%) auf bestimmtes Volum, 45 ccm, 
gebracht und mit 5ccm n/10-Natriumhypochloritlosung von ver- 
schiedener Alkalitét -versetzt; nach 15 Minuten wurde die 
abgespaltene Natriumhypochlotitmenge wie zuvor bestimmt. Die 
Resultate sind in folgender Tabelle (Tabelle IV) angegeben. 

(Die Alkalikonzentration der Hypochloritlosung wurde auf 
folgende Weise bestimmt: Man versetzt die mit einer bestimmten 
n/10-Kssigsiure stark angesduerte Losung erst mit Jodkalium- 
lésung, dann solange mit n/10-Natriumthiosulfatlosung, bis die 
rotbraune Farbe durch Jod verschwindet, und titriert Phenol- 
phtalein als Indikator mit n/10-Natronlauge. Den Alkaligehalt (G) 
in 100cem n/10-Natziumhypochloritlésung findet man nach der 


a= =) 100 . 0,004, in welcher E com-Zahl 


der n/10-Essigsiure, A cem-Zahl der n/10-Natronlauge und H 
eem-Zahl der n/10-Natriumhypochloritlésung bedeutet.) 

Aus der Tabelle ITV und Figur I ersicht man, dass die Hypo- 
chloritlésung, welche 0,015-0,02 n-Natriumhydroxyd enthilt, zum 
Zwecke dieser Untersuchung am geeignetsten ist. 

Jedenfalls vergréssert der Traubenzucker deutlich die Zer- 
setzung von Natriumhypochlorit durch Hamatin, wenn drei Sub- 
stanzen in gleicher Zeit gemischt werden. Wenn der Trauben- 
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TABELLE IV. 


Die Menge des abgespaltenen NaOCl bei der Gegenwart 
yon Himatinlésung. Versuchstemperatur 30°C. 


Konzentration des Menge der Himatinlésung (com) 
Alkalis in 
NaOClLésung 2 15 
cem ecm 

0,0 0,0 
0,15 0,15 
0,2 2,2 
0,2 5,5* 
0,2 5,05* 
0,2 4,8 
0,2 4,15 
0,15 1,55 
0,15 0,95 


* In diesen Fillen wurden 6 com n/10-NaOCl statt 5 com zugesetzt, da 
bei diesen Alklainititen die Spaltung des Natriumhypochlorits weit tiber 5 
ccm. hinausgeht. 


zucker aber nach gewisser Zeit, z. B. 5 Minuten, in die Mischung 
yon Himatin- und Natriumhypochloritlésung hinzugefiigt wird, so 
zeigt er sich als ganz wirkungslos. Diese Tatsache deutet darauf 
hin, dass die Steigerung des Hypochloritumsatzes bei der Gegen- 
wart von 'Traubenzucker mit der Vermehrung des intakten Blut- 
farbstoffes in innigem Zusammenhang steht, und dass der Trauben- 
zucker durch aktivierten Sauerstoff leicht oxydiert wird und 
den Blutfarbstoff verschont bleiben lasst, welcher sonst durch diesen 
aktivierten Sauerstoff weiter vernichtet wird. Man konnte sich 
also die Wirkung des Blutfarbstoffes als einen katalytischen 
Vorgang vorstellen. 

Hier sei erwéhnt, dass Oxalsdiure, Weinsdure u. a. sich als 
wirkunglos erwiesep, als ich sie statt Traubenzucker brauchte. 


Menge der abgespaltenen Hypochloritlésung 
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NEUE FARBENREAKTION DES BLUTES. 


Aus den oben erwihnten Tatsachen schien es mir wahrschein- 
lich, dass der Blutfarbstoff bei Gegenwart von Traubenzucker das 
Natriumhypochlorit tatalytisch abspaltet und aktivierten Sauer- 
stoff frei macht. Um diese Tatsache weiter zu bestitigen, habe 
ich als Akzeptor ein geeignetes Chromogen, d.h. einen Stoff, der 
bei der Oxydation eine deutlichen Farbenumschlag gibt, gesucht. 
Bei der Untersuchung tiber die Anzahl von Phenolen habe ich 
gefunden, dass w-Naphtol dazu passt. Weil diese Reaktion zum 
Zwecke von Blutnachweis beniitzt werden kann, so werde ich im 
folgenden diesen eingehend beschreiben. 

Erforderliche Reagentien. 

1. o-Naphtollésung. Sie wird durch Auflésen von 0,1 ¢g a- 
Naphtol in 100ccm 0,5 proz. Natronlauge hergestellt. Diese 
Lésung farbt sich allmahlich gelb und dann nach einigen Tagen 
braun; frische Lésung gibt die Reaktion am deutlichsten. (Man 
kann statt wisseriger Losung auch eine haltbare alkoholische 
Lésung (0,1 g o&-Naphtol in 100 cem Alkohol von 70%) brauchen. 
In letzterem Falle muss die Probeflussigkeit vor Hypochloritzusatz 
mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht werden. Es sei be- 
merkt, dass starke alkalische Reaktion ftir den positiven Reak- 
tionsausfall schddlich ist.) 

2. Natriumhypochloritlésung, welche ca..1 proz, NaOCl in 
sich hilt. Man erhalt sie durch Verdtinnen einer konzentrierten 
Lésung, die durch EHinleiten yon berechnetem Chlor in 10 proz. 
Natronlauge dargestellt wird und etwa 5-5 proz. NaOCl enthiilt. 


Ausfthrung der Probe. 


Die zur Untersuchung genommene Flissigkeit soll neutral 
oder schwach alkalisch reagieren. 3.com davon mit 0,5-leem o- 
Naphtollésung versetzt, darauf triiufelt man yon die Nartiumhypo- 
chloritlésung soviel tropfenweise hinein, bis der Farbenreaktion 
eintritt. Man muss dabei den Hypochloritzusxtz sorgfiiltig vor- 
nehmen, weil sein Ubezschuss auf die Reaktion schidlich einwirkt. 
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Bei positivem Ausfall dor Blutreaktion farbt die Flussigkeit sich 
dunkelviolett oder kann sogar gleich gefirbter Niederschlag 
gebildet werden. Bei sehr geringfiigigem Blutgehalt ist es zu 
empfehlen, den Zusatz von «-Naphtollésung auf die Halfte oder 
noch weniger zu vermindern. Falls die Flissigkeit sehr viel von 
auf die Reaktion stérend wirkenden Substanzen, wie Ammoniak, 
Eiweiss etc., enthalt, so muss man bei negativem Ausfall der 
Reaktion die Untersuchung nach der mehrfachen Verdinnung 
wiederholen. 

Wie folgende an Pferdeblut ausgefithrte Untersuchung zeigt, 
ist die Empfindlichkeit meiner Blutreaktion sehr hochgradig. 


Verdtinnung ' Reaktion 
1: 1,000 stark positiv 
1: 10,000 deutlich ,, 
1 : 100,000 schwach ,, 
1: 300,000 spurenweise 


In weitere: Beschreibung werde ich meine Blutprobe der 
Kurze halber UHypochloritprobe nennen. Obwohl Hamin und 
Himatin (mit Hilfe von ein wenig Alkali in Wasser gelést) in 
der Verdimnung von 1:10,000,000 noch diese Reaktion geben,. 
so doch Hamatoporphyrin und Bilirubin gar nicht.. Es lasst sich 
also vermuten, dass diese Reaktion mit dem EHisengehalt in 
Zusammenhang steht, wenn gewohnliche Eisensalze auch gar 
‘nicht diese Reaktion geben. 

Zunichst schien es mir interessant, wie kupferhaltiger Respira- 
tionsfarbstoff, Hamozianin, von Mollusken oder Krustazeen fiir: 
unsere Reaktion sich verhalt. Nach meiner Untersuchung gibt. 
Oktopusblut, das nach Henze (1901) keinen anderen Ko6rper als. 
3 Sauerstoffiibertriger enthalt, keine Hypochloritreaktion. Dagegen. 
fiel am Kiemenextrakt des Krebses diese Reaktion schwach positiv 
aus. Da Eisen aber daraus nachgewiesen wurde, scheint, das Blut. 
des Krebses ein wenig Himoglobin oder analogen Farbstoff zu 
enthalten, 

Alle bisher bekannten Blutproben sind nicht spezifisch fiir 
dén Blutfarbstoff; viele andere Substanzen, wie Oxydasen, Kup- 
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fersalze, Eisensalze u.a., geben positive Reaktion. Wie solche | 
Substanzen gegen die Hypochloritreaktion sich verhalten, wurde 
nun von mir untersucht. Dabei wurden eine Anzahl Oxydasen 
zuerst zur Untersichung genommen. 

Um die Wirkung der Peroxydasen aus Leukozyten auf meine 
Reaktion zu prifen, habe ich ein blutfreies, eitriges Sputum von 
Lungenabszesskranken gebraucht. Das Spatum gab in 200-facher 
Verdiinnung positive Guajakreaktion, aber nicht die Hypochlorit- 
reaktion. Es sei hier erwahnt, dass dusserst geringe Menge Sput1, 
ndmlich ein Tropfen von tausendfach verdiinnter Sputaldésung, 
Jodstarkereaktion in Gegenwart von Wasserstoffperoxyd gab, welche 
durch Peroxydase aber nach Furth und Cz PR (1907) nicht 
durch Blut hervorgerufen wird. 

Peroxydase aus Meerrettigwurzel (nach Bach und Chodat 
(Chodat i) dargestellt), Tyrosinase aus Kartoffel (nach Bertrand 
(Chodat ii) dargestellt), Lakkase aus Lackbaumsaft (nach Bert- 
rand (Chodat iii) dargestellt), Oxydase aus Kartoffel (nach 
Slowtzoff (1900) dargestellt) Oxydase aus Malz (nach Issajew 
(1905) dargestellt), wie Katalase von verschiedener Hofkunft geben 
keine Hypochloritreaktion. 

Weil in der Leber. bekanntlich fast alle Oxydasen sich 
befinden, die im tierischen Organismus vorkommen, so wollte ich die 
Hypochloritreaktion in Bezug auf diese Fermente untersuchen. Hier 
muss man natiirlich die Beimengung von Blutfarbstoff vermeiden. 
Zu diesem Zwecke scheint die Darstellungsmethode von Urikase 
und Aldehydase nach Bafttelli und Stern (1909 u. 1910) sehr 
geeignet zu sein. So habe ich wesentlich nach diesser Methode 
Leberfermente aus frischem Organ von Kaninchen, Hubn, Pferd 
und Rind extrahiers und Hypochloritreaktion daran stets mit 
negativem Resultate festgestellt. Das Verfahren geschah hier wie 
folgt : 

Fein zerriebenes Gewebe mit dreifachem Volum Alkohol 5 
Minuten lang gut umgerihrt, wurde durch ein Tuch koliert. Der 
Rickstand wieder mit 3-4 fachem Volum Ather umgerthrt und 
koliert, wurde nach dem Trocknen mit éiner sehr verdiinnten 
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Alkalilésung extrahiert. Obwohl dieser Extrakt wegen noch voz 
handener Blutfarbstoffbeimengung eine schwache Hypochlorit- 
reaktion gibt, so fallt sie doch negativ ats, wenn cr durch 
Umfallung mit Alkohol gereinigt wird. Durch diese Manipulation 
wird méglicherweise ein Teil von den Oxydasen in der Leber 
zerstort werden; aber die Zerstoérung solcher labilen Oxydasen 
ist fiir unsere Untersuchung fast bedeutungslos, weil auch die 
widerstandsfaihigste Oxydase wie Peroxydase diese Reaktion nicht 
gibt. Aus meinen Untersuchungen kénnte man wohl schliessen, 
dass diese keine Hypochloritreaktion geben. Hier sei erwahut, 
dass auch die kiinstlichen Oxydasen, wie kolloidale Berlinerblau- 
losung, manganhydroxydhaltige Gummilésung u. a., sie nicht geben. 

Folgende Substanzen verhindern die Hypochloritreaktion. 

a) Substanzen, die auf Natriumhypochlorit redazierend wirken, 
verbrauchen Natriumhypochlorit, wodurch der Auftritt der Hypo- 
chloritreaktion oft verhiudert wird. Dazu gehoren arsenige Saure, 
Sulfite, Schwefelwasserstoff, Ammoniak Hydroxylamin, Hydrazin, 
Aldehyde, Cyanide u. a. Was das sehr haufig vorkommende 
Ammnoniak betrifft, so habe ich gefunden, dass das Blut in 3-mol 
Salmiaklosung nur bis 200 und in 1/10-mol Lésung bis auf 10 
000-fache Verdtinnung die Hypochloritreakt:on gibt. 

b) Substanzen, die mit diesem Reagens eine charakteristische 
Farbenreaktion geben z. B. Eiweisskorper, einige Metallsalze u. 
a., erschweren oft die Erkennung der Blutreaktion. 

Kaliumpermanganat, Verricyankalium, Goldchlorid u. a. geben 
mit o-Naphtoll6sung allein violette Farbenreaktion. 

Kobalt-, Nickel- und Palladiumsalz, die als Katalysatoren auf 
Natriumhypochlorit fungieren, zeigen auf dieses Reagens hin 
charakteristische Varbenreaktionen. 


Farbenreaktion Empfindlichkeit 
Kobaltnitrat violettschwarz 1/20,000 mol 
Nickelsulfat rotviolett 1/300 = 
Paladiumchlorid schwarz 1/500 3 


Auch Natriumphosphat (6%) gibt mit diesem Reagens eino leicht violette 
Farbe. Hier sei bemerkt, dass dis Hypochloritroaktion eine passendo Alkalitit 
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Ges Reaktionsmediums braucht. Mangelhafte Alkalitiit gibt oft positive Reaktion. 
Dies» Bsmerkung gilt besonders der Untersuchung von dsr Meta'lsalz enthalt»n- 
den Fliissigksit. Der positive Ausfall durch Natriumphosphat scheint einfach 
durch Abstumpfung der Alkalitit zustande zu kommon. 

Das Eiweiss gibt durch seinen Arginingehalt mit diesem 
Reagens eine rote Farbenreaktion. Diese stért gewissermassen 
den Blutnachweis. Wahrend das mit Wasser 200,000-fach ver- 
diimnte Blut noch leicht erkennbare Blutreaktion gibt, wird der 
Nachweis des in 1%iger Gelatinelésung gelésten Blutes schon in 
10,000- facher Verdinnung kaum modglich, obwohl in 1000-facher 
Verdiinnung eine deutliche Violettfarbung sichtbar ist. 

Aus oben erwadhnten Tatsachen geht he:vor, dass diese 
Hypochloritreaktion fur praktische Zwecke angewendet werden 
kann. Bei der forensischen Untersuchung der Blutflecke von 
Kleidungsstticken, Wanden, Gerdaten, u. a. scheint diese Probe weit 
geeigneter zu sein, als die bisher bekannten. . 

Weil die Reaktion durch 2%ige Harnstofflésung nicht merklich 
beeinflusst wird, so kann man sie auch zum Nachweis des Blutes 
im Harn anwenden. Da aber im Harn mebhrere stérend wirkende 
Substanzen vorhanden sind, muss man diese Probe an 2-5 fach 
verdiinntem Harn anstellen. Auss2rdem muss der Harn frisch 
sein. 

Zur Fiacesuntersuchung wird eine kleine erb8engrosse Menge 
der Faces mit 30-50 com Wasser aufgeschwemmt, dann werden 
3 ccm der unfiltrierten Aufschwemmung nach oben beschriebener 
‘Weise geprift. Diese Probe scheint fur praktische Facesunter- 
suchung zu empfindlich, aber ich habe sie bei Gesunden nach 
mehreren fléischfreien Tagen vollig negativ gefunden. 


ScHLUSS. 


J. Der Blatfaxbstoff zersetzt bei direktem Zusammenbringen 
mit Natriumhypochlorit das letztere nur ein wenig. Diese Zer-. 
setzung wird aber durch Zusatz vom Triubenzucker deutlich 
gesteige:t. 

2. Wenn man statt Traubenzucker o-Naphtol braucht, so 
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beobachtet man eine Farbenreaktion, welch2 als eine Blutprobe 
angewendet werden kann. Die Kobaltsalze, welche auf die Zer- 
setzung von Natriumhypochlorit katalytisch wirken, zeigen auch 
diese Reaktion, wenn sie an Stelle des Blutfarbstoffes gebraucht 
werden. Hier liegt der Gedanke nahe, dass der Blutfarbstoff die 
Fahigkeit besitzt, das Hypochlorit katalytisch abzuspalten und 
aktivierten Sauerstoff frei zu machen. 

3. Diese katlaytische Wirkung ist nicht enzymatischer Natur, 
weil sie hitzebestaindig ist. Der Eisenzehalt des Blutfarostoffes 
steht mit dieser Wirkung in inmnigster Beziehung, denn seine 
eisenfreien Derivate, wie Hamatoporphyrin und Bilirubin, geben 
diese Hypochloritreaktion nicht: 

4. Diese Hypochloritreaktion hat fast gleiche Empfindlich- 
keit wie Benzidiureaktion, welche zur Zeit im allgemeinen als die 
empfirdlichste Blutprobe angesehen wird. 

5. Héamocyanin, Peroxydasen, gew6dhnliche M >tallsalze von 
Eisen, Kupfer, Mangan u. a. geben diese Reaktion nicht. 
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UBER EINE NEUE FARBENREAKTION 
VON PROTEIN UND ARGININ. 


Von 


SHOYO SAKAGUCHI. 
(Aus dem biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kalciuchi.) 
(Hingogangen am 10. Dezember 1924.) 


In der Mitteilung tiber die Hypochloritreaktion des Blutes 
habe ich darauf aufmerksam gemacht, dass dieses Reagens auch 
mit Eiweisskérpern eine charakteristische Farbenreaktion gibt. 
Dass diese. Reaktion mit der Existenz eines bestimmten Bausteines 
im Eiweissmolekiil innig verknipft ist, wie es auch bei anderen 
Farbenreaktion des Eiweisskérpers der Fall ist, konnte ich durch 
zahlreiche Experimente feststellen. Nach meinen Untersuchungen 
muss das Auftreten der betreffenden Reaktion darauf beruhen, dass 
das Arginin mit a-Naphtol eine Verbindung bildet, die mit Nat- 
ronlauge eine rote Farbe gibt. Weil das Arginin in allen heute 
bekannten Efweisskérpern enthalten ist, so wurde auch meine 
Farbenreaktion bei allen von mir untersuchten Proteinarten stets 
positiv gefunden. 


Erforderliche Reagentien. 


1. Naphtollésung, die 0,1 g a-Naphtol in 100 cem Alkohol 
(70%) enthalt. ’ 

2. Natriumbypochiloritlésung, die ungefihy 5 prozentig ist. 
Sie wird zweckmissig nach Graebe (1902) dargestellt. 

Man bringt in einen Kolben 50 g Kaliumpermanganat und 
lisst hierauf 300-330 cem Salzsiure (1,17D), welche sich in cinem 
Scheidetrichter befindet, allmiulich zutropfen. Das sich sofort 
entwickelnde Gas wird nach einmaligem Waschen durch cine 
etwas Wasser enthaltende Waschflasche in 1 Liter 10 Miger 
Natronlauge unter Wasserkthlung hineingeleitet. 
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Beide obige Losungen miizsen vor Licht geschitzt aufbewahrt 
werden. 


Ausftthrung. 


Wenn man zu ca. 3 ccm Eiweiss- resp. Argininldsung, welche 
zuerst mit Natronlauge stark alkalisch gemacht worden ist, zwei 
'Tropfen Naphtollésung und dann einige Tropfen Natriumhypo- 
chloritlésung zusetzt, so wird die Flussigkeit nach kurzer Zeit schon 
rot gcfirbt. Das Zuftigen beider Reagentien soll nicht tber 
Gebtthr gemacht werden, da der Uberschuss von erster Losung 
die briiunliche Verfirbung der Flussigkeit und der zweiten ein 
rasches Abblassen der Reaktionsfarbe verursacht, was die Erken- 
nung von Spuren Eiweiss und Arginin erschwert. Aber im Falle, 
wo Substanzen, die auf Hypochlorit reduzierend wirken, in der 
Flissigkeit vorhanden sind, muss man selbstverstdndlich etwas 
mehr Hypochloritlosung zusetzon. Die Empfindlichkeit dieser 
Reaktion ist recht gross; bei Proteinstoffen betraigt sie ungefahr 
1:50000 und bei Arginin sogar 1:1000000. Hier sei erwahnt, 
dass das Natriumbypobromit Hypochlorit nicht vertreten kann, da 
es zu stark weiter oxydierend einwirkt und dadurch seine Dosier- 
ung recht schwierig ist. Ausserdem ist die Tatsache bemer- 
kenswert, dass diese Reaktion von einigen Substanzen, wie Blut- 
farbstoff, Ammoniak, Erdalkalien u.s. w., beeinflusst wird. Harn- - 


 stoff und Kreatinin (nicht Kreatin) verhalten sich fast wie neutrale 


Kérper. Gliicklicherweise wird diese Farbenreaktion auch von 

Alkalisalzen und Zinksalzen nicht im geringsten beeinflusst. 
Zunaichst habe ich untersucht, welche Substanz tberhaupt 

diese Reaktion gibt. Dabei konnte ich feststellen, dass unter 

zahlreichen Spaltungsprodukten des Kiweisskérpers nur Arginin 

und keine andere Substanz diese Reaktion gibt. Weil das Arginin 

ein Guanidindérivat (Guanidin-o-aminovaleriansiure 

NH, ; 

CNH) NOR, CH,.CH,,CH(NH,) COOH) ist so habe ich meine 


Untersuchung tiber eine Anzahl von ahnlich konstituierten Verbin- 
dungen ausgedehnt. Das Resultat ist wie folet: 
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Name x j Meine 
Horrael Farbenreaktion 
< NH» 
Guanidin ONE) pas oe 
wep 
‘ at NH(NC 
Nitrozuanidin C TE) a a 
“NH 
Glykozyamin C(NA) pak - 
Ss CH..COOH 
Glykocyamidin onmé = 
NNH. CH: CO 
Kre atin own / ple 
“won COOH 
Kreatinin C NH) + dans — 
Cae LO 
Sed NH2 
Hydantoinsaiure cof = 
\NH.CH2.COOH 
Thiohydantoin- _/ SE 
saure Oe 
NH.CH2.COOH 
a-Guanidinbut- CH3. CH: CH. COOH 
tersaéure NH ONE) NE? * 
: ¥s NH(NO.) 
Nitroarginin ONES = 
‘NH.C H2.CH2.CH2.CH(NH2,COOH 
) CO.NH2 
Biuret NH’ ape 
\co.NED 


Wie die Tabelle zeigt, geben nur Glykozyamin und a-Guani- 


dinbuttersdure dieselbe Farbenreaktion wie Arginin. 


Die Reaktion 


wurde hier noch in der Verdiinnung von 1:1 000000 positiv 
gefunden. Nach diesem Befunde scheint die oben erwahnte 
Farbenreaktion nur dann aufzutreten, wenn im Molekil.die Atom- 


NH, ; 

von Guanidinfett C(NH)<*? +h befindet. 
gruppe von Guanidinfettsiure C( NE. rAd i tl sich befinde 
Wenn man aber, wie die Formel O(NH)< ce oder 


\NH-Fettsiiure 
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NH, /NH2 on . 

O(NH){- 2? oder O(N.X a zeigen, ein 
\ NX: Fettadire ( )\NH-Fottsdurs ; 

Wasserstoffitom des Guanidinrestes mit einem Atom oder einer Atom- 


gruppe (X) substituiert, so verliert die Verbindung die Fahigkeit, 
die Farbenreaktion zu geben. Die Intaktheit des Guanidinrestes 
in der Verbindung scheint also fiir positiven Ausfall der Reaktion 
unbedingt ndtig zu sein. Um diese Vermutung zu _ bestitigen, 
warde folgende Untersuchung ausgefuhrt. 

In einem Eiweissmolektil kann sich das Arginin mit einer 
Karboxylgruppe einer andern Aminosiure entweder durch die 
a-Aminozgruppe des Ornithinrestes oder durch die Aminogruppe 
des Guanidinrestes verbinden : 


R. ee CO-NH. CH: COOH BE 
NH, CH, .CH,.CH,.NH. ae NH. 


resp. 


R. CH. CO- NHC— —NH NH, 
NH;. NH. CH,.CH,.CH, CH.COOH 


Der Guanidinrest des Arginins bleibt in erster Bindung intakt, 
wahrend es in der zweiten nicht der Fall ist. Hier sei erinnert, 
dass Kossel und Kennaway (1911) erwiesen haben, dass die 
‘Nitrogruppe bei der Nitrierung des Protamins in den ,Guanidinrest 
des Arginins eintritt. Wenn positiver Ausfall meiner Farbenreak- 
tion unr auf die Anwesenheit des Arginins mit -freiem Gyanidin- 
rest beruhte, so mtsste sie nach der Nitrierung vermisst werden. 
Ich habe daher Kasein, Ovalbumin u.a. nach derselben Methode 
nitriert, wie sie oben genannte Autoren fir die Darstellung des 
Nitroclupeine anwandten, um dimit unsere Farbenreaktion aus- 
mufihren. Die Farbenreaktion fiel dabei fast negativ aus cder 
wurde nur in geringem Grade positiv gefunden. 

Zunichst sei das Verhalten des Desaminoproteins gegen diese 
Farbenreaktion erwihnt. Salpetrige Saure reagiert bekanntlich 
mit Eiweisskérpern unter Entwicklung von Stickstoff, w elcher yon 
freien Aminogruppen abstammt. Nach van Slyke soll dabei 
der Guanidinrest des Arginins gar nicht reagieren. Bei dieser 
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Sachlage muss der Eiweisskérper auch nach der Desamidierung 
positive Farbenreaktion geben, wenn die letztere bei der Anwe- 
senheit des intakten Guanidinrestes stets auftritt. Um diese 
Frage zu entscheiden, wurden verschiedene Eiweisskérper, wie 
Kasein, Gelatine u.a. mit Natriumnitrit und Essigsiure nach Van 
Slyke desamidiert und der Probe unterzogen. Die Versuche haben 
eindeutig festzestellt, dass die Sache in der Tat so ist. Die 
Tntensitait der Farbenreaktion ist jedoch je nach der Arbeitsweise 
nicht immer gleich. Das nach Skraup (1906) dargestellte 
Desaminokasein, welche bekanntlich sehr arm an Arginin ist, gab. 
diese Reaktion dusserst wenig. 

Aus allen oben erwahnten Tatsachen méchte ich schliessen, 
dass der positive Ausfall der Reaktion durch Existenz des Argi- 
ninmolekils und zwar des intakten Guanid'nrestes bedingt wird. 
Im Proteinmolekil scheint alles Arginin mit freiem Guanidinrest. 
vorhanden zu sein, wie in den folgenden Mitteilungen berichtet. 
werden soll. 


ZUSAMMENSETZUNG DES BEI DER REAKTION 
AUFTRETENDEN FARBSTOFTES. 


Um die Eigenschaften wie die Zusammensetzung des bei 
meiner Argininreaktion entstehenden Farbstoffes zu studieren, 
habe ich den Farbstoff aus Glykocyamin und o&-Naphtol in folgen- 
der Weise dargestellt. Das in 500 ccm Wasser geloste 2,5 ¢ 
Glykocyamin und das in 200 ccm von 15 proz. Natronlauge 
geléste 5 g o-Naphtol wurden zuerst miteinander zusammenge- 
bracht und dann unter der Abkuhlung mit Eis weiter 500 ccm 
3/10n-Natriumhypochloritlésung hinzugesetzt. Sobald die Rotfar-. 
bung der Flissigkeit den maximalen Punkt erreicht hat oder die 
Lésung Jodkaliumstirkepapier nicht mehr firbt, giesst man 
50 cem von 10 proz. Natriumbisulfit hinein und stumpft mit 
verdunnter Schwefelsiiure bis auf schwache Alkalitit ab. Die 
ganze Flissigkeit wurde nun in einen gerdéumigen Scheidetrichter 
- gebracht und nach Ansfiuerung mit Schwefelsdéure mit Ather 
geschnttelt. Der nach kurzem Stehen an der Grenze zwischen 
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beiden Schichten ausgeschiedene Farbstoff wurde vorsichtig mit 
Ather und Wasser gewaschen. Zu weiterer Reinigung wurde er 
mit Hilfe yon einigen Tropfen Natronlauge in Wasser geldst und 
wieder durch Zusatz von Ather und verdimnter Schwwefelsdure 
ausgeschieden. Der sorgfaltig von verunreinigenden Substanzen 
befreite Farbstoff wurde schliesslich aus Alkohol umgefallt. Aus 
30 g Glykocyamin konnte ich auf diese Weise 2 g Farbstoff 
erhalten. 

er so dargestellte Favbstoff bildet ein braunschwarzes, 
amorphes Pulver, welches in Wasser schwer léslich ist. Es ist in 
Alkohol léslich, ebenso in Aceton, dagegen wenig in Ather, schwer 
léslich in: Benzol. Es ist eine schwache Saure, deren Alkalisalze 
in Wasser mit rotvioletter Farbe sich losen. 
Die Resultate der Elementaranalyse sind in folgender Tabelle 
angegeben : 


me ‘ Berechnet fiir 
1 IL id Mittel C.,H,,N,Cl 0, 
% % % bos: % 

C 61,81 62,23 62,03 62,02 > - 63,36 

H 3,83 4,10 3,94 3,98 4,16 

N 9,63 9,79 — 9,71 9,64 

Cl 7,20 7,14 — Rr 8,15 


Die Ergebnisse dieser Versuche machten es wahrscheinlich, 
dass die von mir dargestellte Substanz der Zusammensetzung von 
C.3H,sN,Cl O, entspricht, fiir welche die Formel : 


n/O-CoHeCl 
C(NH)Y O.C,.H, 
NH.CH,.COOH 


anzenommen wird. 
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ERKENNUNG VON GUANIDIN. 


Bei dieser Gelegenheit sei erwihnt, dass meine Reaktion 
auch zum Nachweis von Guanidin beniitzt werden kann. Wenn 
man eine Mischung von Guanidinkarbonat und Glykokoll (1: 2) 
in einen kleinen Porzellantiegel nimmt und sie mit Wasser einige 
Standenlang auf dem Wasserbade erhitzt, indem das abgedampft2 
Wasser dabei mehrmals ersetzt wird, so bildet sich Glykozyamin, 
welches meine Farbenreaktion gibt. Auf diese Weise kann man 
0,1 mg Guanidinkarbonat ohne Schwierigkeit nachweisen. 
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BEITRAGE ZUR BILDUNG DER DESOXYBILIANSAURE 
UND CHOLOIDANSAURE. 


Von 


RICHIO KARASAWA und KOOZOO KAZIRO. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 
Vorstand: Prof Dr. T. Shimizu.) 
(Eingegangen am 1. Januar 1925) 


Die bisher ausgefihrte Bildungsweise der Desoxybiliansiure 
und Choloidansiure ist folgende. 

Desoxybiliansdure und Isodesoxybiliansitre: 

1) aus Desoxycholsdure durch Permanganat (Pregl, 1903) 

2) aus Desoxycholsdure durch Salpetersiure (Wieland und 

Kuhlenkampff, 1919) 
3) aus Biliansdiure baw. Isobiliansiure durch Reduktion nach 
Clemmensen (Borsche und Rosenkranz, 1919). 

Choloidansdaure: 

1} aus Desoxycholsdure durch Salpetersiure (Wieland, 1919) 

2) aus Desoxybiliansiure durch Salpetersiure (Wieland, 

1919). 

Wir haben den Spaltungsversuch mit Permanganat und Sal- 
petersdiure auf Dehydrodesoxycholsiure angewendet, und es ist 
uns gelungen, durch Oxydation mit Permanganat die Desoxybilian- 
siiure und Isodesoxybiliansiure, und mit Salpetersiure die Choloid- 
anséure zu erhalten. 

Wieland und E. Boersch (1919) haben durch Reduktion 
mit Zink und Salzsiure aus Dehydrodesoxycholsiure o-Ketochol- 
ansiure C,,H;,0, und Oxyketocholansiure C,,H;,0, gewonnen, aus 
denen einige Abkommlinge dargestellt werden. Aber tuber die 
Oxydationsversuche an Deliydrodesoxycholsdure ist noch nicht 
berichtet. 
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Borsche (1919, 1920) hat die Pseudodesoxybilianséure aus 
Dehydroisodesoxycholsiure durch Oxydation mit Permanganat 
dargestellt, die von Wieland und Borsche aus Dehydrochol- 
sdure durch Reduktion nach Clemmensen isoliert worden ist. 
Bei der Umsetzung erwihnt Borsche, dass der Ring II an die 
neugebildete Sdure aufgesprungen und dabei 13-Ketocholantrisaéure 
entstanden sein muss. 


H, 
C . C 
12 or 
CO CH CO CH, 
(eet 2 CE, COO | | +CyH,COOH 
CH CH = CH CH)! 
Yoo Ve Ne 
HC: C——ca; H.C cC—cH, 
isles | | | 
H.C? ‘CH ‘CO H.C CH COOH 
Ne Ne Saas 
6 C C COOH 
H, 4, H, 


Diese Auffassung ist von Wieland und- seinem Mitarbeiter 
‘anerkannt worden und zwar dadurch, dass die beiden Carboxyl- 
gruppen der Sdure gegen thermische Zorsetzung und hohe Vacuum- 
destillation sehr bestdndig sind. 

Neulich haben Wieland und S. Michael (1923) eine 
merkwirdige Arbeit berichtet, dass die Cholsiure durch Phosgen 
in eine Dioxycholsaure (8-Isodesoxycholsiure) ibergefiihrt werde. 
Weiter ist es ihnen gelungen, aus dieser Siure durch Oxydation 
mit Chromsiure Diketocholansdure (Dehydroisodesoxycholsiiure) zu 
_ erhalten. Sep 
S. Michael (1923) stellte durch die Einwirkung der Sal- 
petersdéure (D=1,5) aus Dehydroisodesoxycholsiure eine Cholan- 
pentasdure dar, an der die Ringe II und IT gedffnet sein mussen 
und er hat diese Sdure @-Isocholoidansaéure genannt. Die Pseudo- 
desoxybiliansiure, obwohl mit geringer Ausbeute, wird unter 
gleichen Umstinden zur @-Isocholoidansiure oxydiert. 
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Aus oben erwihnten Daten sieht man die folgenden Bezie- 
hungen zwischen Desoxycholsiure und Isodesoxycholsaure : 

Desoxycholsiéure ©,,H,O, wird mit Chromsiure zur Dehydro- 
desoxycholsiure C,,H,O, uud §-Isodesoxycholsiure zur Dehydro- 
isodesoxycholsiure oxydiert und beide Séuren sind einander 
isomer. 

Bei Oxydation mit Salpetersiure liefert die Dehydrodesoxy- 
cholsiure eine Choloidansiure C,,H3,0,, und Dehydroisodesoxy- 
cholsiure eine §8-Isocholoidansiure, und beide erhaltenen Siuren 
sind isomere Cholanpentasdure. 

Mit Permanganat wird Dehydrodesoxycholsiure zur Desoxy- 
bilianséure C,,H,,0, und Isodesoxybiliansiure, und Dehydroiso- 
desoxycholsiure zur Pseudodesoxybilianséure oxydiert und die drei 
gebildeten Sduren sind isomere Ketocholantrisiure. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


1. Oxydation der Dehydrodesoxycholsiure mit Salpeterscure. 


2g reine Dehydrodesoxycholsiiure werden mit 20ccm rau- 
chender Salpetersiiure (D=1,36) tbergossen, wobei allmihlich 
schon bei Zimmertemperatur Lésung eintritt. Durch Erhitzen 
auf dem Wasserbade geht die Reaktion vor sich, indem sich 
dauernd nitrose Gase entwickeln. Da scheiden sich viele Kristalle 
in Nadeln aus. Nachdem die Lésung bis zur Trockenheit 
abgedampft worden ist, wird der Ruckstand nochmals mit 20 
-ecm Salpetersiure wbergossen, wieder zur Trockenheit abge- 
dampft, und in 20 ccm Wasser suspendiert, umgertihrt und 
ausgenutzt. 

Der Korper bestand aus einer in Nadeln kristallisierten Masse. 
Er ist in Eisessig, Wasser und Alkohol schwer léslich, aus denen 
unter Zusatz von Wasser umkristallisierte Nadelkristalle mit Ather 
gewaschen werden. Ausbeute betrug 1,4 g. ca. 569¢ der Theorie. 
Der im Vacuum bei 120° gut getrocknete Korper schmilzt bei 
304°-805°. 
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Titration : 
0,1g Substanz verbraucht 98oom——N.0H. 
Aquivalent 102, berechnet 97(Mol-Gow. = 484,408). 
Seine Analyse ergab folgende Werte. 
1) : 5,3118 mg Sulstanz ergaben 11,4569 mg Kohlensiiure und 3,8229mg Wasser. 
2) 3,9963 mg Substanz ergaben 8,6122 mg Kohlensiure und 2,6812 mg Wasser. 


Berechnet fiir C,,H3,015 C=59,47 ' H=7,49 
- Gefunden C=58,82 58,77 H=8,05 7,51 


Den erhaltenen Kérper kann man aus den Daten als Choloidan- 
sdure ansprechen, die mit dem von Wieland aus Desoxybilian- 
siure dargestellten Kérper identisch ist. 


2 Oxydation der Dehydrodesoxycholsiure mit Permanganat. 


- 2:g Debydrodesoxycholsdure werden in 16 ccm 12% iger NaOH: 
geldst, 7g Kaliumpermanganat in 175 ccm Wasser geldést zugefigt, 
und bei Zimmertemperatur 15 Tage stehen gelassen, bis die 
Lésung ganz klar entfirbt. Das Reaktionsgemisch wird abfiltriert, 
und, das Filtrat wird mit verdtinnter Salzséure auf kongosauer 
angesauert. Der ausgefallene Niederschlag wurde abgesaugt, mit 
Wasser gut gewaschen, getrocknet und gewogen. Ausbeute betrug: 
1,4. ca 62% der Theorie. 

Der Riickstand wird mit der berechneten Menge Barium- 
hydroxyd gekocht und heiss filtriert. Durch, Ansiuern des ‘Filtrates. | 
auf Kongo erhalt man schéne Nadelkristalle. Die Ausbeute betrug. 

(1,28 2. 

Der Korper ist in Wasser, Eisessig und Alkohol schwer léslich, 
aus dem er unter Zusatz von Wasser umkristallisiert wird uud.es 
scheiden sich schéne bischelférmig gruppierte Nadeln aus. Aus. 
heissem Wasser kristallisiert er in vierseitigen Prismen. Er lést 
sich leicht in Aceton und Essigather. Der vielmals aus verdiinntem 
Alkohol umkristallisierte, im Vacuum bei 120° getrocknete K6rper- 
schmilzt scharf bei 293°-294°, 
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Titration : 
0,05g Substanz vorbrauchten 3,4com NaOH. 
Aquivalont 147, berochnet 145(Mol. Gew. = 136,408) 


Seine Analyse ergab folgende Werte. 


1) 5,1604 mg Substanz ergaben 12,4620mg K»ohlensiure und 3,9720mg Wasser. 
2) 4,6939 mg Sub stanz ergnben 11,4429mg Kohlensiure und 8,3453mg Wasser. 


Boreshnet fir C,,H;,0, C=€6,01 H=8,31 
Gefunden C=65,86 66,48 H=8,61 7,97 


- Aus dem in heissem: Wasser unlésliche Bariumsalz wurde 
wenige Sdure durch Ansaduern mit Salzsiure erhalten, aber nicht 
genug zum Analysieren. 

Nach dem oben Erwahnten stimmt die Substanz mit der 
Desoxybiliansdure uberein und die aus dem in heissem Wasser 
unloslichen Bariumsalz erhaltene ee ist -wahrscheinlich Iso- 
desoxybilianséure. 
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DAS VERHALTEN VON «- UND 8-GLUCOSE 
ZUR HEFE- UND TAKA-INNERTASE. 


Von 


YAJIRO HATTORI. 
(Aus dem biochemischen Institut der kaiserlichen Universitit 
zu Tokio. Vorstand: Prof. Dr. 8. Kakiuchi.) 
(Hi gogangon am 6. Januar 1925.) 


J. EINTEILUNG. 


In der vorigen Arbeit (1924) wurde ein Experiment mitge- 
teilt, welches darauf hinweist, dass o-und 8-Form der Methyl- 
glucoside zwei voneinander verschiedenartige Hemmungen auf die 
Wirkung der Invertase austben. 

Um fiir die verschiedenen Hemmungsmodi durch verschiedene 
Stoffe eine Erklarung zu finden, unterscheiden Michaelis und 
Rona (1914) bei der Maltase, Michaelis und. Pechstein 
(1914) bei der Hefeinvertase, und ich (1924) bei-der Hefe- und 
Taka-invertase zwei Gruppen von hemmenden Stoffen, welche einen 
verschiedenen Einfluss auf die Kinetik des fermentativen Prozesses 
austiben. Bei der einen Gruppe war dieser -Hinfluss derart, dass 
er auf eine Konkurrenz des: hemmenden Stoffes mit dem spalt- 
' baren Substrat zur Bindung des Ferments zuriickgefiihrt werden 
konnte. In diesem Falle ist die relative Hemmung vom Men- 
genverhaltnis der drei beteiligten Stoffe, z. B. Saccharose, Fructose, 
Ferment, abhaingig. Bei der anderen Gruppe war der Einfluss des 
hemmenden Stoffes auf die Kinetik derart, dass er gedeutet werden 
kann als eine Verlangsamung der Zerfallgeschwindigkeit der — 
intermedidren Ferment-Substratverbindung, ohne dass eine Verhin- 
dung zwischen dem hemmenden Stoff und dem Ferment nachge- 
wiesen werden kann. Jn diesem Falle ist die relative Hemmung 
der Fermentwirkung nur von der Konzentration des hemmenden 
Stoffes, nicht aker von der des Ferments und vor allem nicht von 
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der des spaltbaren Substrats abhingig. Ein Beispiel hierfir ist 
aie Hemmung, welche Fructose im ersten Fall und Glycerin im 
anderen auf die Spaltung der Saccharose durch Invertase ausubt. 

In meiner vorigen Arbeit sahen wir, dass e-und §-Methyl- 
glucoside auf die Spaltung der Saccharose durch Invertase fol- 
gendes Hemmungsverhdaltnis zeigten. 


Hefeinvertase Takainvertase 
o&-Methylglucosid stark hemmend nicht hemmend 
8-Methylglucosid nicht hemmend _ stark hemmend 


o-Methylglucosid hemmt nur Hefeinvertase und ist ganz 
indifferent gegen Takainvertase, waihrend $6-—Methylglucosid ein 
umgekehrtes Verhiltnis zu diesen zwei Fermenten zeigt. Ubri- 
gens finden wir hier auch eine unerwartete Tatsache, indem 
Hemmung der Hefeinvertase nach dem ‘Typus des Glycerins 
auftritt, wahrend die der Takainvertase hochst wahrschecinlich nach 
dem 'Typus der Fructose gedeutet werden muss. 

Das Verhalten dieser Glucoside ist nun inszwischen noch 
interessanter geworden, nachdem Kuhn (1923) nachgewiesen hat, 
dass die Hefeinvertase durch die Fructose und 8—Glucose gehemmt 
wird, aber von w-Glucose verschont bleibt, wihrend Michaelis 
*und Menten (1913) vorher fanden, dass die Hemmung der 
Glucose nur fir die ow-Form zutrifft. Ein weiteres Interesse 
gewinot der Befund dadurch, dass nach den Untersuchungen 
von Kuhn (1923) und Oppenheimer (cit. Fu8snote in meiner 
yorigen Arbeit) bei der Takainvertase die Verhiltnisse genau 
umgekehrt wie die bei der Hefeinvertase liegen. Hier ist die 
Fructose vollig indifferent, wihrend die a-—Glucose stark hemmend 
einwirkt, Kuhn (1928) schloss hieraus, dass der Angriffspunkt 
fir das Ferment bei der Hefeinvertase innerhalb des Molekils 
des Rohrzuckers der Fructoseteil, bei der Takainvertase der 
Glucoseteil sei. 

Wenn man aber die Zahlen, die von Kuhn einerseits und 
Michaelis und Menten andererseits erhalten worden und zur 
Begrindung ihrer Deutung verwertet worden sind, genau be- 
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trachtet, so scheint die Differenz zwischen den Experimenten mit 
und ohne Zusatz der betreffenden Substanzen zu geringfiigig. In 
Anbetracht der oben genannten interessanten Befunde und bei der 
Divergenz der Resultate obiger Forscher erscheint es mir winschens- 
wert, das Verhalten der beiden Glucosen gegeniiber beiden Inver- 
tasen noch genauer und unter vorsichtigen Massnahmen noch einmal 
zu untersuchen. So habe ich dasselbe Experiment wie das in der 
vorigen Arbeit mitgeteilte wieder an w—und 8—Glucose auf Hefe- 
und Takainvertase wiederholt, dessen Resultat im folgenden mit- 
geteilt werden soll. 


II. MarertaL uND AUSFUHRUNG. 


Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass die Glucose in 
wasseriger Losung eine Mutarotation erleidet. Dieser Umstand 
muss natirlich bei dem Experiment, welches sich mit o-und 6- 
Glucose beschiftigt, berticksichtigt werden. 

Ferner ist es dringend nétig festzustellen, ob in den beiden 
Invertasen ein glucosespaltendes Ferment enthalten sei. Dass 
unsere Invertasen kein solches enthielten, wurde durch die polari- 
metrische Untersuchung festgestellt. 

e-und 8-Glucose. Die Glucose wurde gegau nach der 
Vorschrift von Hudson und Dale (1917) hergestellt. Der was- 
serfreie aus absolutem Alkohol umkristallisierte Traubenzucker 
wurde als Ausgangsmaterial benutzt. 1) Die Darstellung von B- 
Glucose:—100 g 'Traubenzucker wurden in einen grossen Becher mit 
10 ccm destill. Wasser im Wasserbad und dann direkt wber der 
Gasflamme zu Sirup erhitzt. Das Gemisch wurde dann wieder im 
Wasserbad angestellt, mit 120 ccm vorher auf 100°C erwiirmtem 
Eisessig versetzt und unter Hinzuftigung von einigen Sttickchen reiner 
8-Glucose gut umgeriihrt. Die dabei auskristallisierte @—Glucose 
wurde wieder durch zweimalige Umkristallisation gereinigt. Dafir 
wurden 100g rohe 8-Glucose in 100 cem des auf 0°C adgekiihlten 
destill. Wassers unter ttichtiger Umrthrung eingelést, schnell filt 
riert, und 500 ccm absoluter Alkohol zugesetzt, einige Stiickchen yon 
reiner 8-Glucose hinzugeben, gut umgerthrt bis die Kristallisation 
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erfolete. 2) Die Darstellung von c— Glucose :—100 g Traubenzucker 
wurden in 50 ccm destill. Wasser eingelost, zu Sirup im Was- 
serbad erwairmt und mit 200 ccm Lisessig versetzt. Die langsam 
kristallisierte «-Form wurde abgenutscht, mit 95%igem Alkohol 
und dann mit absoluten Alkohol ausgewaschen. Beide Praparate 
hatten die angegebene spezifische Drehung. [o%]),=+100° in a- 
Form, + 19.8° in @-Form). 

Fermente. Als Hefeinvertase wurde eine durch Autolyse 
yon in Chloroformwasser aufbewahrter Bierhefe gewonnene und 
durch Kaolin geklarte Losung benutzt. Takainvertase wurde als 
eine jedesmal frisch hergestellte 5 proz. Lésung der Takadia- 
rtase von Tirma Sankyo benutzt. 

Ausfthrung des Experiments. Das pH wurde fur die 
Versuche mit Hefeinvertase durch Hinzuftigung von einzehntel Volu- 
men Acetatpuffer (gleiche Teile 1 n Eisessig und 1 n Natrium- 
acetat) eingestellt, und fur die Versuche mit Takainvertase in 
iihnlicher Weise durch Zusatz von 0.1:1 Essigsdureacetat-Puffer 
reguliert. Das pH betrug also fur die erstgenannten Versuche 
etwa 4.7, und fur die letztgenannten 5.7. Alle Versuche wurden 
im Wasserbad bei 28.0°C ausgefthr:. Die Entnahme der Proben 
geschah in der Weise, dass zu bestimmten Zeitpunkten je 15 cem 
Flissigkeit mit der Pipette schnell in ein Gefass gebracht wurden, 
in welchem sich 1.5 cem m/2 Losung von Natriumcarbonat befand, 
wodurch gleichzeitig der Fermentprozess unterbrochen ‘wurde, 
wahrend tiberdies die Mutarotation der Glucose vollendet und so 
der definitive Drehungsgrad schnell erreicht wurde. Die polari- 
metrische Untersuchung wurde im 2 dm-Rohr vorgenommen und 
jede angegebene Zahl ist das Mittel aus sechs einzelnen Able- 
sungen. Die fir die Zeit 0 notierten eingeklammerten Werte sind 
extrapoliert. Alle Spaltungen wurden auf eine so weite Strecke 
hin verfolgt, dass die Ausschlige zwar gentigend sicher waren, 
dass aber der Verlauf der Spaltung noch als nahezu linear yon 
der Zeit abhingig bet‘achtet werden konnte; das Mass fiir die 
Geschwindigkeit ist tberall die Drehungsénderung pro Zeitminute. 
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Ill. EnrcGesnis. 


Aus den in oben angegebener Weise ausgefihrten Experimen- 
ten ergeben sich folgende Resultate. 


TABELLE I. 


Hefeinvertase. 


znoker Zeit(T) im | Korrigierte Drehungs- in Vv K 
oa a ae abnahme ee ey at etd 
Saccha- iacsee Minuten | Drehung 0 (A) 0 Ni K 

rose 
O.1n 0 0 (3.36) = a 
3.0 8.24 0.12 — 
15.0 2.63 0.61 0.041 
30.0 1.99 1.25 0.041 
O.1n 0.3n 0 (8.10) — — 0.63 | 4.51 
B-Form 3.0 8.02 0.08 — ; 
15.0 7.63 0.39 0.026 
30.0 7.24 0.78 0.026 
0.3 n 0 0 (11.58) — — 
3.5 11.48 0.10 _ 
15.0 11.05 0.43 (0.023) 
30.0 10.40 1.08 0.036 
0.3 n 0.3n 0 (16.67) z= == 0.61 | 1.50 
p-Form 3.5 16.61 0.06 = 
15.3 16.35 0 26 0.017 
30.2 15 94 0.67 0.022 
0.1 n 0 0 (3.83) — — 
3.0 3.70 0.13 — 
25.2 2.63 1.07 0.042 
40.0 1.90 £0 0.045 
0.1 n O3n 0 (9.01) _ —- 
e-lorm 4.0 8.84 0.17 — 
20.1 7.99 0.95 0.047 
30.1 7.68 1.16 | 0.039 
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. TABELLE II. 
Takainvertase. 
Nr. hoe Zeit(T)im. | Korrigierte per ak A} ¥y 
Saccharose |Glucose Minuten | Drehung 0 (4) 0 Vv 
1 O.1n 0 0 _ (8.75) = — = 
3.0 3.63 0.07 = 
15.0 3.30 0.38 0.025 
30.0 3.08 0.68 0.022) 0.55 
2 0.1n 0.3n 0 (8.21) es bee 
o-Form 3.0 8.18 0.03 — 
15.1 8.07 0.11 ~~ ‘{(0.007) 
30.0 7.79 0.39 0.013 
3 0.3n 0 0 Gaasy. | = 
; eae 11.95 0.23 = 
15.0 11.06 0.89 0.059 
| 30.0 10.27 1.68 0.056] 0.37 
4 0.3n 0.3n i) (15.16) = | 
o-Form 4.2 15.08 0.08 _— 
15.0 14.76 - 0.32 0.021 
30.1 14.41 0.67 0.022 
5 0.3n 0 0 - (12.62) an — 
3.0 12.48 0.11 — 
22.5 11.53 0.95 0.047 
30.0 10.03 1.45 ~° | 0.048 
6 0.3n O.1n 0 (13.87) ie = 
3.0 13.74 0.13 _ 
B-Form|" 20.3 12.73 101 | 0.046 
30.2 3213 > 1.61 0.053 


Alle diese Versuche wurden im November ausgefihrt und 
die Zimmertemperatur war beinahe 10°C. 

1) Hefeinvertase. Im Versuche 5 und 6 aus Tabelle I erkennt | 
man, dass o—Glucose die Wirkung der Hefeinvertase nicht hemmt, 
waibhrend man die Hemmung durch §-Glucose deutlich aus den 
ubrigen Versuchen derselben Tabelle ersehen kann. Bei den 
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Versuchen wurde die Konzentration der 8+Glucose immer konstant 
gehalten (0.3 n),, und die Saccharose zwischen 0.1 n und 0.3 u 
variiert, Wenn man die Geschwindigkeit der Inversion bei Ab- 
wesenheit der Glucose mit V und bei Anwesenheit der Glucose 
mit V, bezeichnet und das Verhdltnis V:V, in der 8ten Spalte 
notiert, so sieht man, dass das Verhiltnis bei variierter Saccharo- 
semenge unter konstanter Haltuug der Glucosemenge immer 
konstant bleibt. Die Hemmung ist also von der Konzentration 
des hemmenden Stoffes abhingig und entspricht dem Glycerin- 
typus der Hemmung nach der Benennung von Michaelis. 
Michaelis hebt auch hervor, dass im Falle des Fructosetypus 
dis Grosse der Hemmungskoeffizienz 


By 3: H 
| aay ees 

8+8)(q-}) 
konstant sein soll, wo H. die Konzentration des hemmenden 
Stoffes, S die Konzentration des spaltbaren Substrats bedeutet 
und V und V, die oben angefthrte Bedeutung hat. Obwohl der 
Wert von k von verschiedenen Autoren (Euler und Willstatter) 
verschieden angegeben ist, habe ich hier die Zahl von Michaelis 
und Menten (=0.0167) angenommen und setzte den Wert von 
K/K, in der letzten Spalte der Tabelle hinzu. Wie man daraus 
sieht, sind die berechneten Werte keinesweges unabhaingig von 
den Konzentrationen, sondern divergieren ziemlich stark. Dies 
deutet auch darauf. hin, dass die Hemmung nicht fir die der 
Fructose in Rohrzuckerspaltung spricht, sondern dem Glyzerintypus 
gzugehort. 

2) Takainvertase. In Versuch 5 und 6 aus Tabelle II 
erkennt man, dass $-Glucose die Wirkung der Takainvertase 
nicht hemmt, wahrend man die Hemmung durch o—Glucose deut- 
lich aus den tibrigen Versuchen derselben T'abelle ersehen kann. 
In ihnen wurde die Konzentration der a—Glucose konstant gehal- 
ten, und die Saccharose zwischen 0.1 n und 0.3 n variiert. Dass 
die in der letzten Spaltae angegebenen Verhiiltnisse der Ge- 
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schwindigkeit der Inversion mit und ohne Glucose, V: V;, mit der 
Konzentration der Saccharose variieren, spricht gegen die Natur 
der Hemmung des Glycerintypus in Rohrzuckerspaltung. Jetzt 
sollte geprift werden, ob die Hemmung nach dem Fructosetypus 
erfolgt. Da aber in der Formel K/K, die Voraussetzung fir die 
Berechnung von k nicht erfullt ist, wie ich schon in meiner 
voranstehenden Arbeit gezeigt habe, so ist es nicht mdglich, 
sicher zu entscheiden, nach welchem Typus sie erfolgt. Wenn 
man jedoch denkt, dass eine Hemmung nach dem Typus des 
Glycerins hier sich mit Sicherheit ausschliessen less, so kénnte 
man als wahrscheinlich annehmen, dass die Hemmung der Taka- 
wirkung durch o-Glucose auf einer Konkurrenz der Glucose mit 
Saccharose zur Bindung des Ferments beruht, und dass die 
Bindung nicht nach dem Massenwirkungsgesetz wie bei der 


Hefeinvertase erfolgt. 


IV. ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Bei der Hefeinvertase hemmt o-Glucoze gar nicht, 
wihrend 8-Glucose starke Hemmung zeigt. Die Hemmung hier 
hangt nur yon der Konzentration des hemmenden Stoffes ab, 
indem sie von der des Zuckers ganz unabhingig ist. 

2) Bei der Takainvertase hemmt 8-Glucose gar nicht, wah- 
rend «-Glucose starke Hemmung zeigt. Die Hemmung ist nur 
von der Konzentration des Zuckers abhingig, dagegen von der 
Konzentration des hemmenden Stoffes unabhingig. 

3) Die Kinetik der Rohrzuckerinversion bei der Hefeinvertase 
und bei der Takainvertase lisst sich nicht in so einfacher Weise, 
wie friher von Michaelis dargestellt wurde, definieren. Die 
Mechanik der durch die w—und 8-Form des hemmenden Stoffes, wie 
Methylglucosid, Glucose u. s. w., gegentiber Invertase verursachten 
Hemmung beruht wohl auf noch komplicierteren Prozessen. 


— SP 
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STUDIEN UBER DIE WASSERREINIGUNG. 
I. Mitteilung, 
Die Adsorption yon Saure und Alkali durch Kambara-Erde. 
Von 


SHU OIKAWA. 


(Aus dem hygienisch-baleteriologischen Institute der medizinischen 
Hochschule in Niigaat. Vorstand: Prof. 8. Miyaji.) 


(Eingegangen am 24, Januar 1925) 


Die Kambara-Erde findet sich in der Kambara-Gegend bei 
Niigata. Thre Eigenschaften sind sehr dhnlich jenen der Walker- 
oder Fuller-Erde. Wegen ihres Adsorptionsvermézens werden 
diese zur Entfairbung verschiedener Substanzen, insbesondere bei 
der fabrikmassigen Reinigung des Petroleums verwendet. In letzter 
Zeit wurde ihre Anwendbarkeit auf verschiedenen Gebieten stark 
erweitert. 

Im allgemeinen wird das Wasser gereinigt, indem es durch 
Sand, Tonerde oder andere Bestandteile des Bodens filtriert wird. 
Fs ist klar, dass bei dieser Reinigung des Wassers die Absorp- 
tionskraft der Bodenbestandteile eine wichtige Rolle spielt. 

Zur Reinigung des Wassers wurde die Sandfiltration lingst 
erértert. Gaus sah, dass sich die Permutite zur Enthirtung, 
Enteisenung und Entmanganung von Wasser eignen. Nach Miller 
wird die verunreinigte Flussigkeit durch Schttteln mit 'l'onerde 
(bereitet laut Patentvorschrift von Wislicienus und Bucherer) 
und Filtration gereinigt. 

Der Zweck meiner Arbeit ist, die Bedeutung der Adsorptions- 
kraft der Kambara-Erde ftir die Wasserreinigung systematisch 
zu untersuchen. Als Vorversuch ‘des Adsorptionsvermégens der 
Kambara-Erde auf Siiwre und Alkali geprift. 

Bei der Adsorption wird. die adsorbierte Menge durch die Art 
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und Konzentration der Adsorbenda, Art und Menge der Adsor- 
bentien, Schittelzeit und andere Faktoren beeinflusst. Nach Héber 
ist der Einfluss der 'Temperatur sehr gering. 


A. EINFLuss DER SCHUTTELZEIT. 


Je 10cem von n/10 Salzsiure, Schwefelsiure, Essigsiure und 
Natronlauge wurden eine bestimmte Zeit mit einer bestimmten 
Menge der Erde bei konstanter 'Temperatur geschittelt und darauf 
mit trockenen Viltern filtriert. Die ‘Titration von je 5cem der 
Hiltrate ergab Iolgendes : 


TABELLE 1. 


Kambira-Erde A (Odo-Erde) : Sie sieht blass-gelblich ans. 
Temperatur: 10°. Sshiittelzahl: 100 in der Minute. 


Mangard Schiittelzeit 
Adsorbentien 
aa: sofort | 5! | 15! | 30’ | 180’ 
1. n/10 Schwefels‘iure. 
0,1 0 12 10 12 18 
0,2 5 14 10 14 15 
0,5 10 20 20 16 20 
1,0 10 20 20 22 20 
2,0 15 30 25 30 30 
5,0 30 39 4') 40 40 
2. n/10 Salzsiiure. 
| 
0,1 0 10 10 10 a 
0,2 0 10 10 10 = 
0,5 n PN glee (: 15 15 
1,0 10 1) 16 15 15 
2,0 14 25 35 30 22 
5,0 18 35 40 f 30 45 


Se 
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Menge. Schiittelzeit 
Adsorbentien 
om sofort | 5! 15 | 39’ | 180’ 
3. n/10 Essigsiure. 
0,1 0 10 10 10 10 
0,2 0 10 10° 10 10 
0,5 2 10 10 10 10 
1,0 2 12 10 10 om 
2,0 6 15 15 15 — 
5,0 10 17 i 20 25 
i 
4. n/10 Natronlauge. 
0,1 20 20 -— — = 
0,2 25 25 -— = ous 
0,5 38 36 — = = 
10 62 70 = a2 = 
2,0 85 &5 -— eae rae 
5,0 100 109 = he mf 


Die Zahlenreihe drtickt die adsorbierte Menge der Siiure oder 
des Alkali in Prozent aus. 

Aus dieser 'Tabelle 1 sieht man, dass die Adsorption in den 
ersten ftinf Minuten der Schiittelzeit das Maximum erreicht und 
konstant wird. Das weitere Schutteln hat keinen besonderen 
Einfluss mehr. 


B. EINFLUSS DER ART DER ADSORBENTIEN. 


Es wurde das Adsorptionsvermogen von Kambara-Erde A 
(Odo’, B (Akadani), C (Myoken), Kaolin und ‘Tierkohle nach 
dems2lben Verfahren geprift wie bei den Vorversichen. 
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TABELLE IT. 


Art dor Adsorbend.. 


Menge a. 
Adsorbention 
oe NaOH | H,S9, HCl | C,H,0, 
1. Odo-Erde. Sich Tabelle 1. 
2. Akadani-Erde. 
01 6 9 5 10 
0,2 a 14 10 13 
0,5 42 40 35 as 
1,0 55 60 £5 41 
2,0 ass) 100 100 85 
3,0 —_ -— --- 90". 
5,0 Gallert —— a 100 
3. Myoken-Erde. 
0,2 27,5 0 0 5 
0,5 30 at ane es = 
1,0 4 0 0 (5) 
2,0 37.5 0 0 1,5 
4. Kaolin. 
0,1 10 0 0 5 
1,0 13 0 0 
5. ‘Tierkohlo. 
0,1 9 5 0 12 
0,5 12 10 0 25 
2,0 80 35 0 65 


Die Zahlenreihe drickt die adsorbierte Menge der Sdure oder 
des Alkalis in Prozent aus. 
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Wie aus den Tabellen 1 und 2 zu ersehen ist, adsorbiert die 


Odo-Erde Alkali in besonders auffilliger Weise, dagegen die 
Akadani-Erde Siiuren sehr gut. Dass Kaolin anorganische Siure 
nicht adsorbiert, gaben auch Michaelis und Rona an. 


C. . EINFLUSS DER KONZENTRATION DER ADSORBENDA. 


Die quantitative Adsorption der Schwefelsiure, Salzsiure, 


Essigsiiure und Natronlauge wurde nach dem Verfahren von 
Ostwald gepriift. 


Temperatur : 10°. 


Gleichgewichts- 
Anfangskonzen- | konz. nach er- = 
other tration in ccm folgter Adsorpt. seepeea ck oe 
Sele 0,1 n. NaOH fiir in ccm 0,1 n. iin 10 ps 1a: te 
nummer! 10ccm Lésung. | NaOH fiir 10 cem-|"™” gs ieee 
(c) Filtrat. (x) 
(c-x) 
SO,H,: 10 ccm 
1 20 17,5 2,5 
2 10 7,75 2,25 
aren. 3 6,6 4,5 21 
ae rde: 4 3,32 21 1.22 
8 5 2,4 1,5 0,9 
6 0,55 0,2 0,35 
7 0,2 0,0 0," 
HC1: 10 com 
ib 25,5 24 1,5 
Odo-Erde : a or oo bape 
2 : : 
8 4. 2,5 1,7 0,8 
5. 1,2 0,7 0,5. 
C,H,O, : 10 com. 
1 47 44 3 
: 2 10 7,7 2.3 
2 7 4,75 2,25 
me 4 a 2,0 0.1 
5 1,2 1,2 0,0 
NaOH : 10 ccm. 
1 5 3 2 
antl 2 25 0,75 1,75 
“ie na : 3 1.2 0,1 t,1 
8 4 0.6 0,0 0,6 
5 0,3 0,0 0,3 
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In Fig. 1 sind die crhaltenen Lesultate graphisch wieder- 
gegeben, wobei als Abszissen die Gleichgewichtskonzentration (c-x) 
und als Ordinaten die adsorbierten Mengen (x) aufgetragen worden 


sind. 
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Uber die Quelle dieser Adsorptionskraft der Kambara-Erde 
ist nichts Bestimmtes anzugeben. Nach Kobayashi zeichnen 
sich die Bestandteile der Kambara-Erde vor anderen ‘Tonerden, 
die nicht so starke Adsorptionskraft besitzen, durch einen reicheren 
Gehalt an léslichen Silikaten und organischen Substanzen aus. 
Nach Ehrenberg ist es walirscheinlich, dass die Kohlensiiure 
des Bodens einen unverkennbar fordernden Einfluss auf das Lés- 
lichwerden der Iicselsiiure des Bodens austbt. Diese geldste 
Kieselsiiure des Bodens kann nun sowohl in kolloider wie in 
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kristalloider Form vorhanden sein. Wenigstens ist cs bekannt, 
dass bei der Herstellung von Kieselsiiurelésung sich zuniichst auch 
kristalloide, wirklich geléste und gut diffundierende Kieselséiure 
bildet, die dann aber, besonders schnell bei Gegenwart von 
Natriumsilikat, in die kolloide Kieselsiure tibergeht. Die organi- 
schen Substanzen in der Erde sind zum gréssten Teile in kolloider 
Form (die Humskolloide) vorhanden. 

Demnach ist es héchst wahrscheinlich, dass das Adsorptions- 
vermdgen der Kambara-Erde auf der Anwesenheit der obenge- 
nannten zwei Kolloide (der kolloiden Kieselsiéure und der Humus- 
kolloide) beraht. 

In Bezug hierauf sind weitere Untersuchungen im Gange. 
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UBER DAS SCHLANGENHEMD. 


Von 


SHU OIKAWA. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserl. Universitat 
zu Sendai, Direktor: Prof. Katsuji Inouye.) 
(Eingegangen am 29, Januar 1925.) 


Die Hautung wird bei den Schlangen bekanntlich durch die 
ablésende und wegdringende Wirkung cines fettartigen Stoffes, 
welcher zwischen der alten und -der darunterliegenden neuen 
Hornschicht sich allmahlich abscheidet, und das schliesslich statt- 
hhabende Abstossen der ersteren vollzogen. Das Schlangenlemd 
besteht folglich aus abgeworfener Hornschicht, ev. mit dinnem, 
homogenem Oberhiiutchen, und einem fettartigen Korper. Die 
Erforschung dieser letzteren Substanz wide vielleicht zur Kennt- 
nis des Hiintungsprozesses sowie auch zur vergleichenden Bioche- 
mie im allgemeinen beitragen. Dartiber ist aber noch recht wenig 
bekannt, wihrend tber die Keratinsubstanz der Hornschicht die 
Mitteilung von Buchtala (1913) vorliegt. 

Vor einigen Jahren wurden wir mit einem ‘Tierhiindler 
bekannt, der uns verschiedene Untersuchungsmaterialien tibergab. 
Darunter befanden sich Se- und Exkrete sowie die abgestreifte 
Haut von zwei 6 m langen Pythonschlangen, sowie der Leichnam 
einer jungen Schlange derselben Spezies, von 2,5 m Liinge. So 
ubernahm ich die Untersuchung des Schlangenhemdes auf ihre 
Bestandteile, deren Resultate im folgenden berichtet werden. 


I. FErrarricrk Suspsranz. 


Zum Zweck der Extraktion der fettartigen Substanz wurde 
das Schlangenhemd zuerst mit heissem Alkohol und dann mit 
Ather wiederholt behandelt. Siimitliche Ausziige wurden vereiniet, 
durch Destillation von den Lésungsmittelu befreit und der De- 
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stillationsriickstand durch abermaliges Auflésen in Ather, Filtrieren 
und Abdestillieren gereinigt. Auf diese Weise wurden pro 100g 
Material 7,5 g einer braéunlichen, wachsartig aussehenden Masse 
erhalten. ; 

Die folgende Tabelle enthilt die Zahlen, die in gebriéuchlicher 
Weise ermittelt wurden, neben denjenigen des F'ettes, welches 
gleichfalls durch Extraktion mit Alkohol und Ather aus dem von 
oben genanntem Pythonleichnam erhaltenen, intraabdominalen 
Irettgewebe dargestellt wurde. Zam Vergleich sind daneben in 
der Tabelle die gleichnamigen Ziffern fiir Wollfett und Hammel- 
tale angefuhrt. Dieselben sind der Zusammenstellung von Glikin 
(1918) entnommen. . 


TABELLE I, 


Bot ice Fett dos 
Wollfett Fottgewobes Schaffett. 
Schlangenhemdes des Pythons 

Siiurezahl 19,3 10,6—15,5 10,16 
Verseifungszahl 104,9 | 94—113 142,3 192-—196 
Jodzahl 20,0 20—35 56,6 35--46 
Azetylzabhl 19,3 23 15,2 
Unvorseifbares 24,88 39-—55 2,13 
Cholesterin 3,07 


Soweit aus den gefundenen Konstanten beurteilt werden 
kann, ist das Fett des Schlangenhemdes ihnlich wie das Wollfett 
zusammengesetzt und gehort demnach zur Kategorie der Fette 
des Epithelialgebildes. Auch die Schlange bereitet, wie dio 
hoheren ‘Tiere, zwei Grappen von Vettsubstanz, die ihrer Funktion 
nach verschieden gebaut sind. Das Fett der Haut zeichnet sich 
auch bei den Schlangen durch seine niedere Verseifungszahl aus, - 
was auf seinen Reichtum, wie wtberall bei den Hautfetten, an 
hochmolekularen, ev. eimwertigen Alkoholen hinweist. 
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Das Hautfett gleicht 4usserlich dem Wachs und entiilt 
ebenfalls bedeutende Mengen Unverseifbares worunter etwa drei 
Prozent Cholesterin sich findet. In einem Verseifungsversuche 
wurde ausser Cholesterin cine in Nadeln krystallisierende Substanz, 
welche in einigen Kigenschaften dem Isocholesterin verwandt war, 
gefunden. In der Menge des Cholesterins kann das Hautfett der 
Schlange dem Sekretfett der Menschenhaut [mach Unna und 
Golodetz (1909)] eingereiht werden, obzwar dem letzteren das 
Isocholesterin fehlt. Die Jodzahl, die ROhmann (1904) fir Bir- 
zeldrusonsekret der Ginsé angab, liegt betrichtich tiefer als beim 
Hautfett der Schlange, wihrend bei jenem die Verseifungszahl 
etwas hoher ist. 

Das Fett aus Fettgewebe, von seiner niedrigen Verseifungs- 
zahl abgesehen, zeigt den Charakter, der im allgemeinen dem 
Korperfett von Saéugetieren zukommt. Die Jodzahl liegt ungefiihr 
zwischen denjenigen des Vettes der meisten Végel und Sdugetiere, 
wenn auch bei den letzteren wir noch nicht von einer Gesetz- 
massigkeit sprechen kénnen. Nach Angaben in der Literatur 
steht die Jodzail des Pferdefettes weit tber der der meisten 
Sdugetierfette, und auch héher als das Fett von unserem Python, 
welcher ausschliesslich von Pferdefleisch sich nihrte. Nach der 
Untersuchung von Kebler und Pancoast (1913) besitzt das 
Klapperschlangenfett eine bedeutend hoher stehende Jodzall. 


IL. STICKSTOFFVERTEILUNG IM ICERATIN AUS 
ScHLANGENHEMD. 


Das Schlangenhemd erlitt, im lufttrocknen Zustand abgewogen, 
Gewichtsverluste von 15,3 Prozent beim ‘Trocknen bei 110°. Das 
frisch erhaltene Material verlor beim 'Trocknen 16,6 Prozent seines 
Gewichtes. Somit scheint das Scllangenhemd beim Moment des 
Abstossens schon abgetrocknet zu sein. 

Um das Keratin zu gewinnen, wurde das Schlangenhemd der 
Reihe nach mit Alkohol, Ather, kiinstlichem Magensaft und de- 
stillierteém Wasser behandelt. Das auf diese Welse gercinigte 
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Keratin enthielft noch 0,42 Prozent Asche, welche bis zu einem 
Viertel aus Kieselsiiure bestand. Diese letztere scheint demnach 
fest im Keratingebilde gebunden zu sein. Das Schlangenhemd 
lieferte im Zustand, wie es abgeworfen wurde, 3,03 Prozent 
Gluhruckstand, worunter die Menge der Jiselsiiure 0,14 Prozent 
des Materials betrug. 

Zur Bestimmung von Stickstoffyvertcilune wurden 3 g gerei- 
nigtes Keratin mit Salzsiure lbydrolysiert und auf verschiedene 
Formen von Stickstoff untersucht, wobei 0,15 Prozent des Mate- 
rials als wnhydrolysierbarer Riickstand vuriickblieben. Es ergab 
die folgenden Resultate. 


TABELLY Lt. 


Stickssoffverteilung im Keratin dos Pythons. 


Va 


Gesamtstickstot 14,65" 
Huniinsticksto£ 0,26 
Monoaminostickstolf 12,34 
Zystinsticktsoft 0,14 ~ 
Argininstickstoff 0,03 


Ammoniakstickst off Igo 


IW. VERSUCHE, EINZELNE AMINOSAUREN AUS 
KERATIN DARZUSTELLEN. 


Zu diesem Zweck wurden 150 ¢ lufttrocknen Keratins mit 450 
ccm konzentrierter Salzsiiure 10 Stunden lang digeriert. Das von 
Melaninsubstanzen (8,8¢) filtrierte Reaktionsgemisch wurde nach 
dem Kinengen unter vermindertem Druck mit getrocknetem Salz- 
sduregas in der Kiilte gesiittigt und mehrere Tage im Hisschrank 
stehen gelassen. Ns schied sich dabei kein Niederschlag ab. 
Nun wurde das Gemisch zum zweiten Mal verdiinstet, mit ab- 
solutem Alkohol tbergossen und durch das Durehleiten von 
trockenem Chlorwasserstoffgas verestert. Die Veresterung wurde 
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dreimal wiederholt. Beim Abkiihlen des Estergemjsches entstand 
nicht die Ausscheidung von Glykokoll- oder Zystinesterchlorhydrat. 
Die gemischten Ester der Aminosiuren wurden lhierauf wie 
ublich mit Natronlauge unter Zusatz von Kaliumkarbonat in 
Freiheit gesetzt und sofort in Ather aufgenommen. Das so 
gewonnene Estergemisch wurde in bekannter Weise durch Destilla- 
tion unter vermindertem Druck vorliufig in mehrere Fraktionen 
gcteilt, und in jeder Iraktion, nach der Verseifung, wurden die 
Aminoséiuren durch fraktionierte Auskrystallisation von freien 
Siiuren oder von Kupfersalzen isoliert. 

Zur Darstellung und Bestimmung des ‘T'yrosins: und des 
Jueuzins wurden 20 g Keratin mit verdunnter Schwefelsiure (1:5) 
15 Stunden lange gekocht, nach Entfernung yon Schwefelsiure 
mittels Baryumhydroxids bis zum kleinen Volumen eingeengt und 
das dabei ausgeschiedene Tyrosin und Leuzin gereinigt und 
gewogen. 

Auf diese Weise wurden erhalten: Alanin 2%; Valin 2%; 
Teuzin 99%; Isoleuzin 0,3% ; Phenylalanin 2%; Tyrosin 6% und 
Glutaminsaure 0,2 %. 

Im Gegensatz zum Befund von Buchtala an Boa constrictor 
konnte ich Glykogoll im Keratin des Pythons nicht nachweisen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Der Schlangenorganismus bereitet, wie dies auch bei den 
héherea Tieren der Fall ist, zwei verschiedene Gruppen von I'ctt : 
das widerstandsfiihigere, den Integumenten angehdhrige lett von 
Wachsarten und das im Ké6rperinnern vorkommende, weiche Ictt. 

Die Hiutung erfolgt durch Abscheidung von wachsartigem 
Fett zwischen der abgestorbenen, abgetrockneten Hornschicht 
und der darunterliegenden neugebildeten. Die Hornselicht der 
Schlangen ist in der ZGusammensetzung der der hodheren ‘Tiere 


verwandt. 
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UBER DIE SCYMNOLSCHWEFELSAURE. 
I, 
Von 


SHU OIKAWA. 
(Aus dem meiizinisch-chemisch2n Institut der Kaiser. Universita! zu Sendai, 
Direktor : Prof Dr. Katsuji Inouye.) 


(Hingegangen am 29. Januar 1925.) 


Im Jahre 1897 hat Hammarsten (1897) in der Galle des 
Haifisches eine neue Klasse von Gallensiuren entdeckt und nach 
dem Namen des Tieres Scymnolschwefelsiuren genannt. Diese 
Gallensduren enthalten nicht Glykokoll oder Taurin wie gewéhn- 
lich, sondern Schwefelsiiure; sie sind esterartige Verbindangen 
zwischen der Schwefelsiure und einem Alkohol, a—bzw. @-Scym- 
nol. Nach Hammarsten besitzt das Scymnol ebensoviel Koh- 
lenstoffitome wie Cholesterin; einerseits gibt es die fur die Cho!- 
siure charakteristischen Farbenreaktionen uid andererseits verhdlt 
es sich gewissen Reaktionen gegentber wie das Cholesterin. 
Es ist nicht unwahrscheinlich, dass es zu den beiden bekannten 
Kérpern*in naher Beziehung steht. Dank den eingehenden Unter- 
suchungen von Windaus, Wieland und mehreren anderen 
Forschern ist die Frage tiber die Konstitution des Cholesterins 
und der Cholsdéure sowie tiber die zwischen den beiden bestehen- 
den Beziehungen in den letzten Zeiten wesentlich gefordert worden. 
Es erschien uns nun die Erforschung des Scymnols, das seit jener 
Zeit ganz ausser Acht gelassen worden war, nicht ohne Interesse 
und Bedeutung auch ftir das Problem der Gallonsiurebereitung 
in der Leber zu sein. 

Die Leber des Haifisches weist tbrigens noch weitere Besou- 
derheiten auf. Wie zuerst von J’sujimoto (1916) gefunden 
wurde, ist im Lebertran gewisser Selachier, insbesondere der 
Squalidae, cin ungesiittigter Kohlenwasserstoff, Squalen, von der 
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Zusammensetzung C,H; als wesentlicher Bestandteil enthalten ; 
bei bestimmt2n Arten betrigt seine Menge tber 80 Prozent des 
Trans. Die Existenz eines Kohlenwasserstoffs gleicher Zusammen- 
setzung im Leberfett des Haifisches wurde auch von Chapman 
(1917) fast zu gleicher Zeit, aber unabhingig beobachtet. Er 
ninnte denselben Spinacen und gab auf Grund der Resultate seiner 
fortgesetzten Untersuchungen (1918, 1923) der Formel C,,H,, den 
Vorzug. Nach der Untersuchung von Majima und Kubota 
(1922) ist das Squalen wahrscheinlich acyclisches Dihydrotriterpen, 
wahrend das Spinacenmolekil nach Chapmuran wWahrscheinlich auf 
dem Grund von zwei Diolefinen C,,H,, gebaut ist. Es ist nun 
interessant, zu wissen, wie der Kohlenwasserstoff sich im Haushalt 
des 'Tierorganismus verhélt. Diesbeztigliche Untersuchungen sind 
in unserem Institut auf gutem Wege. Es verdient vorlaufig hier 
erwihnt zu werden, dass der Lebertran des Tiers, dessen Galle 
reichlich Scymnolschwefelsdure enthaélt und mir als Ausgangsma- 
terial in der vorliegenden Untersuchung diente, dusserst arm, nur 
1,7 Prozent, an unyerseifbaren Stoffen ist. Immerhin kénnte man 
vielleicht irgendeine Bezichung dieser merkwurdigen K6rper zuein- 
ander annehmen. K 

Wihrend unseres Aufenthaltes in der Walfangstation zu 
Kamaishi, Nordjapan, zum Zweck der Untersuchung des Riesentiers 
bemerkten wir, dass man da den Fang des Haifisches, Isuropsis 
glauca, Muller und Henle, im grossen betreibt. Wir haben 
‘seine Galle versuchsweise auf die Gegenwart von Scymnolschwe- 
felsiiure geprift und sind zu befriedigendem Resultat gelangt. So 
wurde die Siure rein dargeste'lt und auf ihr2 Zusammensetzung 
und Konstitution untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchung 
werden in dieser und spiter folgenden Abhandlungen berichtet 
werden. Tn cinigen anderen, daraufhin untersuchten Haifischen 
war die Sitire nicht in nachweisbarer Menge vorhanden. 

In der vorliegenden Arbeit bildet das w-Scymnol den Haupt- 
gegenstand der Untersuchung, indem sein Oxydations- und Azety- 
lierungsprodukt dargestellt und analysiert wurden. Es gab ein 
Pentazetat und cine Monokarbonsiure mit der gleichen Anzahl 
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von Kohlenstoffatomen. Nimmt man es als direktes Umwand- 
lungsprodukt des Cholesterins, ev. eines Sterins, an, so enthalt es 
finf Alkoholgruppen, unter ihnen einen primiren Alkohol, und 
stellt vielleicht ein Zwischenprodukt auf dem Wege zu Cholsayren 
dar. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Die Galle. 


Die Galle des Haifisches ist eine dicke, neutral reagierende 
Flissigkeit von tiefgriiner Farbe. Thr spezifisches Gewicht betriigt 
um 1.045. Sie enthdlt etwa 9 Prozent feste Stoffe und liefert 
beim Glihen 3 Prozent Asche. Heisser Alkohol lést zwei Drittel 
des Trockenriickstands aus. Zusatz von Ather bewirkt Ausschei- 
dung eines flockigen Niederschlags in dieser Lisung. 

Wahrend die von Hammarsten untersuchte Galle kein 
Cholesterin enthielt, fand es sich in der vorliegenden Galle. 

Die Galle wurde dreimal mit dem gleichen Volumen Chloro- 
form im Schittelapparat geschittelt. Das hellgelb gefirbte Chloro- 
form wurde mit verdtnnter Natronlauge, dann mit Wasser ge- 
waschen und darauf verdtinstet. Der Riickstand wurde mit heissem 
Alkohol aufgenommen und filtriert; beim Erkalten der alkoholi- 
schen Lésung schieden sich typische Krystalle ab, die Reaktionen 
des Cholesterins gaben. 

Das Filtrat von gallensaurem Blei, welches im alkoholischen 
Extrakt der Galle erzeugt wurde, enthielt Harnstoff, der durch 
Alkohol ausgezogen und in typischen Krystallen dargestellt 
werden konnte. 

Der Rickstand, welcher bei der Extraktion der Scymnol- 
schwefelsiure mit Alkohol als darin unloéslich zurtckblieb, enthielt 
ausser Mineralbestandteilen, unter denen sich ziemlich viel Eisen 
befand, einen Eiweisskérper, der durch Hinwirkung yon Alkalien 
eine Substanz abspaltete, die Reduktions-sowie Pentcsereaktioncen 
gab. 
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Scymnolschwefelsdure. 


Nach Entfernung von Fett und dhnlichen Substanzen mit 

Hilfe von Chloroform und Ather wurde die Galle grindlich mit 
Alkohol ausgezogen. Von den vereinigt2n alkoholischen Lésungen 
wurde der Alkohol abdestilliert, der Rickstand in Wasser aufge- 
Iést und mit Bleiessig, dann mit Bleiessiz und Ammoniak versetzt. 
Die entstandenen Niederschlige von Bleisalzen wurden darauf 
nach Hammarsten durch Behandlung mit Wasser und Natrium- 
karbonat auf dem Wasserbad in die Alkalisalze zurtickverwandelt, 
die nach Entfernung von Karbonat durch wiederholte Extraktion 
mit Alkohol mittels Athers ausgefallt wurden. Aus dem so 
erhaltenen Gemenge von gallensauren Salzen wurde die o-Scym- 
nolschwefelsiure nach der Angabe aes ritstaarsuellers isoliert. 
Namlich die wissrige Lésung der Alkalisalze wurde nach Zusatz 
des gleichen Volumens Kalilauge von 40 Prozent in den Kis- 
schrank gestellt, der abgeschiedene Niederschlag nach mehreren 
Stunden abzentrifugiert, in Wasser aufgelést, mit Kohlensdure 
ubersdttigt, mehrmals mit Alkohol behandelt und zuletzt die a- 
Scymnolschwefelséure aus alkoholischer Lésung mit Athor aus- 
geschieden. ; 
i Nach wiederholter Umfallung aus Alkohol unter Zusatz von 
Ather wurde das Natriumsalz der Sdure in schneeweissen Nadeln 
erhalten. Das Natriumsalz war leicht léslich in Wasser und 
Alkohol, unléslich in Ather und Chloroform. Es schmeckte 
susslich-bitter und gab die Pettenkofersche Gallensdurereak- 
tion. : 


o—-Scymnol, 


Die Spaltung der Scymnolschwefelsdure erfolgt mittels Baryt- 
hydrat. Daftr wurde eia Teil Natriumsalz mit vier Teilen 
Baryumhydroxyd und hundert Teilen Wasser dreissig Stunden am 
Ruekflusskthler gekocht. Beim Erkalten des Reaktionsgemisches 
schied sich das Scymnol als krystallinischer Niederschlag ab, 
welcher abgenutscht und gewaschen wurde. Das Rohprodukt 
wurde darauf in Alkohol aufgelést und unter Umrihren mit soviel 
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Wasser versetzt, bis eine bleibende starke ‘Tribung entstand, dann 
in den Hisschrank gebracht, wobei das Scymnol sich allméhlich in 
farblosen Nadeln niederschluz. Nach mehrtigigem Stehen im 
Eisschrank wurde es abfiltriert und durch die Wiederholung des 
gleichen Verfahrens gereinigt. ns 

Das «-Scymnol hat einen siisslich-bittern Geschmack und 
schmilzt bei 108°. Es lést sich leicht in Alkohol, Azeton und in 
warmem Chloroform, aber schwer in Wasser und kaltem Benzol. 
Es ist rechtsdrehend; die spezifische Drehung als Liésung in 
Alkohol von 959% : 


0,447 x 100 


= +38,2° 
biG ye Peas ae 


Das Verhalten zu Salzsiiure wich etwas von der Angabe yon 
Hammarsten ab, indem beim Auflésen der Substanz in 25-pro- 
zentiger Salzsiéure eine rotviolette Fiarbung auftrat, die erst nach 
24 Stunden blau wurde. 

Wie die Cholsiure, gab es schéne Pettenkofersche Reak- 
tion, aber nicht die Myliussche. Von den Reaktionen des Cho- 
lesterins gab erdi: Schiffsche Reaktion. Die Reaktion von 
HLieb2rmann und Burchard fiel positiv aus, und zwar mit dem 
Unterschied, dass die Chloroformlésung hier eine Blaufirbung 
z2igte, die nach einiger Zeit in Violett tberging. Salkowski- 
sche Reaktion trat nicht auf. 

Die Analyse des Scymnols, welches unter vermindertem Drack 
(15 mm) bei Alkoholdampftemperatur bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet wurde, gab ein Resultat, das einer wasserstoffreicheren 
Formel niher kam als die von Hammarsten beigelegte. Die 
Substanz war stickstoff- und schwefelfrei. 


0,1276 g Substanz gaben 0,3347 g CO, und 0,1199 g'H,0. 
0,1378 g Substanz gaben 0,3612 g CO, und 0,1274 g H,0O. 


C,,H,,0,. Berechnet: CO 71,94 H 10,29 
OVO: = er a IGy- » 10,69 
Gefunden: ,, 71,56; 71,51 » 10,52; 10,35 


Die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast (1922) ergib 465. Berechnetes 
Molckulargewicht = 452,38, 
0,007 g Substanz in 0,086 g Kampfer: A=7°. 
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Ferner erlitt die Substanz beim Trocknen auf die eben be- 
schriebene Weise Gewichtsverlust2, die zwei Molekilen Krystall- 
wasser, 7,37 Prozent, gleichkamen. 

0,2098 g Substanz verloren 0,0164 g an Gewicht=7,81%. 
0,1726 g Substanz verloren 0,0132 g an Gewicht =7,76%. 

Azetylverbindung. Das Scymnol enthalt demnach vier Atome 
Sauerstoff mehr als Cholesterin, wiihrend die Zahl des Kohlenstoffs 
unverandert bleibt. In der Hoffnung, die Natur dieser Sanerstoff- 
atome aufzuklaren, wurde vorerst der Azetylierungsversuch vorge- 
nommen. 0,5 g Scymnol wurden in einem Gemisch von 7 ccm 
Essigsdiureanbydrid und 10 ccm Pyridin gelést und 24 Stunden 
gelassen. Dann wurde das Reaktionsgemisch bis zur Syrupdicke 
eingedampft und mit Wasser iibergossen. Das dabei ausgeschie- 
dene Reaktionsprodukt wurde filtriert, in Ather aufgelést und 
wieder mit Wasser ausgeschieden. Nach der Reinigung durch 
Umlésen in Ather krystallisierte die Azetylverbindung in bei 128° 
schmelzenden Nadeln aus. Sie hatte die Zusammensetzung eines 
Pentazetats. 

0,088 g Substanz gaben 0,2198 g CO, und 0,078 g H,0. 
C3,H5,0;)- Berechnet: C 67,02 7 8,82 
Gefunden: ,, 67,02 » 9,30 

Der Sauerstoff scheint demnach im Molekul des o—Scymnols 
simtlich in Hydroxylgruppen vorhanden zu sein. 

Oxydation. Um nun zu sehen, wie diese Hydroxylgruppen 
bei der Oxydation sich verhalten, wurde das Scymnol mit Chrom- 
siure in Kisessig oxydiert. Dazu wurden 2,5 g des Scymnols 
in 25 ccm Hisessig gelést und eine Lésung von 2 g Chromsiure 
in 20 com Eisessig hinzugefiigt. Hierauf wurde das Gemisch auf 
dem Wasserbade erwarmt, bis eine tiefgriime Auflésung entstand. 
Das Reaktionsgemisch wurde nach dem Erkalten wiederholt mit. 
Ather ausgeschiittelt. Der Destillationsriickstand der vereinigten 
Atherlésungen verwandelte sich durch Zusatz von Wasser zu einer 
krystallinischen Masse, welche abgesaugt und solange mit Wasser 
ausgewaschen wurde, bis das Waschwasser nicht mehr sauer 
reagierte. Sie wurde darauf zur Reinigung aus Hisessig umkry- 
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stallisie t, dann abgesaugt, mit Wasser gewaschen und iber 
Schwefelsiure getrocknet. 

Das Oxydationsprodukt war in Methyl- und Athylalkohol, 
Azeton, Chloroform und Eisessig sehr leicht ldslich, in Ather 
weniger leicht léslich. Es ldéste sich nicht in Wasser, Benzol 
und Petroleumither. Seine Lésung in Alkohol reagierte sauer, 
war dextrogyr ; das spezifische Drehungsvermégen betrug +51,7°. 

Es krystallisierte aus Alkohol in Nadeln, die gewdéhnlich 
Rosetten bildeten. Der Schmelzpunkt lag bei 208°. Es gab 
Myliussche sowie Schiffsche Reaktion. 

0,C984 g Substanz gaben 0,2558 g CO, und 0,0784 g H,O. 
0,1368 g Substanz gab2n 0,3566 g CO, und 0,1090 g H,O. 
C,,H,,0,. Berechnet: C 70,69 H 8,36 
Gefunden: ” 70,89; 71,03 ” 8,92; 8,92 
Die Titration der erhaltenen Siure fiihrte zu dem Schluss, das eine einba- 
sisch3 Siiure vorlag. ; 
0,0178 g Substanz vebrrauchten zur Neutralisat.on 0,4 ccm 0,1 n NaOH. 
0,014 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 0,3 com 0,l1n NaCH. 
Eine einbasische Siure C,,H3,0, verbraucht 0,332 cem resp. 0,3 com Dezi- 
normalalkali. 

Nach der Behandlung dieses Oxydationsproduktes mit Essig- 
sdiureanhydrid und Pyridin wurde keine Azetylverbindung, sondern 
unr das unverdnderte Ausgangsmaterial wiedergefunden. Es lie- 


ferte hingegen beim Erwirmen mit Phenylhydrazin und Eisessig 


einen dem Hydrazon verwandten Kérper. Das Scymnol ist bei 
der Oxydation mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit in eine einba- 
sische, Carbonylgruppe enthaltende Saure ubergegangen. 

Die laingere Einwirkung von Chromsdure in Eisessig, zwei 
Stunden auf dem Wasserbad, fiihrte zur Bildung eines Produktes, 
welches bei der Titration von einer der Trikarbonsdure entsprechenden 
Menge Alkali neutralisierte, unter der Voraussetzung, dass die Mole- 
kilzersplitterung nicht stattgefunden habe. Dieser Kérper schied 
sich aus Alkohol in zu Kugeln zusammengeballten Krystiillchen, 
die bei 168° schmolzen. Er léste sich leicht in Alkohol und 
Hisessig, aber nicht in Wasser. 
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The presence of alcohol in the normal blood and tissues of 
man and animals is a well established fact but its source has been 
a question for a long time and is not yet decided. 

In 1859 W. H. Ford (1895) announced the results of his studies 
on physiological alcohol in the blood and tissues of man. Several 
years later, Lieben (1870) demonstrated alcohol in the urine of a 
man who had never taken it. A. Béchamps (1851, 1872) proved 
fairly large amount of alcohol and acetic acid in the hepatic sub- 
stance which had been kept in creosot as soon as the animal was 
killed, as well as fresh and old urine, in cow’s milk ete. A. 
Rajewsky (1875) reported similar findings. Abertoni (7) opines, 
however, that the production of alcohol in the nature or in the 
course of putrefaction is to be regarded as a rare exception. 

M. Nicloux (1900) proved the fact that alcohol exists in 
fresh cow’s milk, mother’s milk, blood of rabbit’s embryos and in 
the urine of a man who has taken cow’s milk continuously. From 
his experiments he drew the conclusion that the fresher the tissues 
the smaller the amount of alcohol contained in them. 

G. Landsberg (1904) found alcohol in long stored tissues 
aad obtained 0.0028-83 % alcohol from rabbit’s muscle. When the 
muscle had been kept in a saline solution at 38° C., aceton and 
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alcohol were -produced (Maignon). According to Reach (1907) 
alcohol in tissues and blood of animals, exists in the form of 
ester. J. Pringsheim (1908) studied this problem on rabbits 
and rats. 

F. Blumenthal showed, that there is a glycolytic property 
ig the press juices of various tissues and organs and when 
these press juicés were put into sugar solution, CO, is produced 
abundantly while sugar vanishes. But F. Umber (1900) raised the 
objection that even when the press juice of pancreas was mixed 
with sugar solution, with toluol as antisepticum, no carbonic acid 
gas was produced. However strictly aseptic caution was followed, 
glycolysis and CO, formation occured if antiseptic agents were 
not-added to it, and bacteria could be proved. He took a part 
of pancreas from living dogs under strictly aseptic condition and 
added sterilized sugar solution to it, kept it 4 days, but he could 
not recognise any diminution of sugar. He observed however that 
remarkable glycolysis took place when sterilized sugar solution 
was poured into so-called asepticul blood. But when Herzog 
(1902) repeated Blumenthal’s as well as Umber’s experiment, 
he obtained the same results as Blumenthal’s. Moreover, L. 
Brunton and H. Rhodes (1901) proved glycolysis occuring in 
the press juice of muscles. 

J.Stoklas and Czerny (1902) reported that all organs 
(heart, liver. and muscle etc.) form CO, and alcohol as the last 
product of fermentation. Simaceck (1904) says that the press juice 
of pancreas with as mall piece of pancreas substance powerfully 
causes alcoholic fermentation without any bacterial action. 

The interesting question whether alcohol can be formed by 
autolysis of organs or not, has been studied by Stoklasa (1904). 


According to him, tissues produced a large amount of alcohol by 
power of glycolytic ferment, even when they were entirely free 
from O,. But these observations have been contosted from various 
sides. For instance, G. Landsberg (1904) says that this question 
cannot be decided by studying the glycolysis of tissues because 
of the hindrance of bacterial action, he therefore studied the tis- 
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sue glycolysis with antiseptics (2-5 9 Toluol) and comfirmed the 
fact that the production of alcohol cannot be recognised in tis- 
sues. J. Aruheim and A. Rosenbaum published in 1903—4 
their important paper entitled “Hin Beitrag zur Frage der Zu- 
ckerzerstérung im 'Tierkérper.’ According to them the production 
of alcohol in tissues does not occur if CO, is not present. They 
concluded that the carbohydrate in food is dissolved by action of 
bacteria and yeasts in the alimentary tracts, producing alcohol as 
an intermediary product. The alcohol thus produced is absorbed 
from the wall of the digestive tracts and reaches to the blood and 
tissues. 

A. Béchamps made various experiments to show that the — 
physiological alcohol is produced by ferment in the tissues. He 
found the important fact that a minute amount of alcohol 
exists in the quite fresh liver and brain of oxen and sheep. J. 
Stoklasa, F. Czerny, J. Jelinek, E. Simaceck and E. 
Vitek (1904) determined the amount of CO, in various experi- 
ments and concluded that they believed in Béchamp’s theory, 
because they did not find any trace of bacteria in the case of 
remarkable glycolysis of tissues. 

W. H. Ford (1906) says that we may assume, as a fair working 
hypothesis, that as the alcoholic fermentation, outside the avimal 
body is always induced by ferments, and as ferments are every- 
where active in the body and endowed with powerful potency, the 
sugar in the blood and juices of the living body must be dissolved 
likewise, if the proper ferment be present, by the alcoholic fer- 
mentation and alcohol should then be obtainable by distillation 
from every fluid and tissue, in which sugar exists. 

Recently the question was again taken up by Harden and 
Me Clean (1911) who concluded that under aseptic condition no 
alcohol is produced and that the minute amount of alcohol found in 
fresh animal tissues originated from intestinal fermentation. A. E. 
Taylor (1913) proved on the contrary that the muscles of a dog 
which had starved for a day prior to operation and had the whole of 
its alimentary tract removed contained a small but definite axnount 
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of alcohol, when examined eighteen hours after he operation. 
He concluded therefore that a small amount of alcohol may be 
formed in the tissues, presumably from glucose, and indepently 
of bacterial action. Objection, however, can be raised against 
Taylor’s experiment, because it is very doubtful whether the whole 
alimentary tract, from oesophagus up to rectum, can be totally 
removed in living animals, and moreover it must be almost impos- 
sible to perform such a great operation as this without any trace 
of bacterial infection during as well as after the operation, which 
might cause the yic3zetion of alcohol. 

For the purpose of settling the question whether the alcohol, 
contained physiologically in the blood and tissues of man and ani- 
mals, is produced in the blood and tissues themselves as a product 
of metabolism, or whether is absorbed from the intestinal wall as 
the product of fermentation in the alimentary canal by the yeast 
and bacterien, and reaches to the blood and tissues, a new course 
of investigation, a little different from that of previous workers, 
was taken by the writer in determining the amount of alcohol in 
eges during incubation. 

The change in the amount of alcohol in the course of incuba- 
tion has been investigated carefully together with many controls, 
and very interestings were obtained as will be described in the 
following. 


MATERIAL AND TECHNIQUE. 


Eggs which were laid on the day of experiment, were always 
employed as the material, and an electric thermostat which was 
kept at 38° C. was used for hatching. The eggs were placed on 
a thick cotton mat in order to prevent their rolling and their 
direct contact with the heated metal bed. 

They did not hatch in the thermostat on the natural terminus 
(21 days), but needed a little longer, that is, 22 or 23 days to 
hatch. After they were incubated in the thermostat for several 
days, they were taken out, broken, and the volume was measured 
in a graduated cylinder. They were then put into a flask of 
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500 cc. capacity for distillation. The distilling flask has a fairly 
long neck (17cm) in order to encounter the unexpected strong foams 
and is choked with a caoutchoe which has a hole for a leading 
tube. The latter gets a little distance into the inside of the neck. 
The leading tube rises 35 cm in height and then bends immediately 
toward a cooler of 70 em long. The lower end of this cooler 
comes in a graduated glass cylinder stoppered with a caoutchoc. 

Distillate accumlates in it. An accessory cooler stands ver- 
tically from the cylinder through a hole of caoutchoec. ‘The upper 
end of this accessory cooler is connected with a manometer as well 
as with an electric rotary air-pump and one stop cock is set be- 
tween the manometer and cooler. 

Previous workers who distilled alcohol from blood or tissues, 
made the distillation at 20-100° C. (Schweimer, 20-50°C.; 
Pringsheim, 55°C.; Ford, 212°F.). 

In my experiments, 50-55°C. was chosen as the optimum tem- 
perature. 

Different from the previous investigators, I placed the glass 
cylinder for accumlating the distillate, in a large beaker containing 
ice water, for the purpose of preventing the evaporation of alcohol. 

This procedure seemed to be specially necessary when the 
room t2mperature was high and the pressure in the distilling ap- 
paratus was very low. 

The distillation was continued up to the last drop of liquid 
in the material, gradually lowering the pressure in the apparatus. 

At the beginning of distillation, the manometer generally 
pointed at 5mm, but towards the end of d stillation the pressure 
was lowered up to about 1 mm. 

There are various methods for determination of blood uleohol, 
for instance, 


1. J. Béchamps. 2. Subbdon. 3. Binz. 
4. Bodlinder. 5. Benedict u. Norris. 

6. M. Niclowx. 7. Bordas u. Raczkowsky. 

8. Cotte. 9. Atwater u. Benedict. 


10. Argenson. 11. Striater. etc. 
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In the present experiment, the determination of alcohol in 
the distillate was made by Yamami’s method. (A modification 
of Nicloux’s method). (Yamakami, 1923). 


EXPERIMENT. I. 
The amount of alcohol in freshly laid ejgs. 


Before the investigation of alcohol in the eggs incubated in 
the thermostat, the amount of a!cohol physiologically contained 
in the freshly laid eggs had to be investigated as a control be- 
cause the litérature does not contain any record on this subject. 

My determination of alcohol in 15 freshly laid eggs gave the 
results as indicated in table I. 


TABLE I. 
No. of Volume cf Volume of Volume percentage 
eggs - eggs. distillate. ~ of alcohol. 
ec cc v. % 
1 45.0 24.0 0.000667 
2 45.0 26.0 0.000722 — 
3 40.0 19.0 0.000591 
4 44 0 23.0 0.000653 
5 450 | 22.0 0.000611 
6 45.0 22.5 0.000750 
7 «B40 £2.0 0.000792 
8 . 45.0 23.0 0.000744 
9 25.0 25.0 0.001010 
10 34.0 23.0 0.000802 
11 43.0 26.0 0.000907 
12 48.0 24.5 0.000766 
13 45.0 26.0 0,000722 
14 48.0 22.0 0.000688 
15 ‘47.0 27.5 0.000731 
Average 0.000744 


a a ce ee 
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As will be seen in the table, freshly laid eggs contain very 
regularly about 0.00074 v.% alcohol. 

It can not be guaranteed that the figure shown in the above 
table indicates purely the amount of alcohol, because it is very 
probable that some of aldehyde and aceton may also be contained 
among the volatile reducing substances and react in the Niclouxs 
method of alcohol determination. 

However, we are so far certain that most of the volatile re- 
ducing substance which reacts in the Nicloux’s method is ethyl 
alcohol as Schweisheimer, Landsberg and others have pzoved. 

This is also the case with the figures in the other tables. 


EXPERIMENT IT. 


The amount of alcohol in the eggs incubated 
for 6-7 days in the thermostat. 
In this experiment, eggs which had been incubated in the ther- 
mostat for 6-7 days were examined. At this stage of incubation, 


TABLE IL 

No. of Days of Volume of Volume of Volume percentage 

eggs. incubation. eggs. distillate. of alcohol. 
16 6 350 20.0 0.001143 
L7 7 450 25.0 0.001111 
18 6 43 0 235 0.00123) 
19 5 43.0 23.5 0.(01230 
20 6 420 25.0 0.001335 
21 6 42.0 29.0 0.001354 
223 ff 47.0 25.5 0.001356 
23 6 40.0 27.5 0.001203 
24 6 40.0 22.5 0.001125 
25 6 410 25 0 0.001220 
26 7 44.0 27.0 0 001524 
27 7 450 26.5 0.001472 
28 6 31.0 20.0 0.001290 
29 6 25.0 14.5 0.001305 


Average 0.001290 
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the pulsation of heart of embryos indicated clearly whether the 
eges were living or dead. Only the living eggs were employed 
for the determination of alcohol. If the beating of the heart could 
not be seen in the eggs, when they were broken, these eggs were 
discounted even if the vasular system was developed, and the colour 
_of the blood appeared quite fresh. 

The results are shown in table IT. 

As will be seen in the given table, the percentage of alcohol 
in the living eggs, incubated in the thermostat for 6-7 days varied 
- from 11-13 % 099 (No. 26 u. No. 27 were a little exceptional) and 
129 %ox0 on the average. 


EXxperimenT§ II. 


Alcohol percentage in the eggs on the 
11th day of incubation. 


10 eggs incubated in the thermostat for eleven days were 
examined in this experiment in the same way as in the foregoing 
experiment. 

The results are indicated in table III. : 


TABLE IIL. 
No. of Days of Volume of Volume of Volume percentag> 
eggs incubation. eggs. distillate. of alcohol. 
eee mee’ Rr ema” nie me baer nes en ee 
30 11 420 245 0.001458 | 
31 11 425 24.0 0 001484 
32 11 38 0 F 22.5 0.001743 
33 12 42.0 22 0 0 001571 
34 11 39 0 23 0 0.001754 
35 1L 415 245 0.001769 
36 11 44.0 27.5 0 001875 
37 11 48.0 28 5 0.001632 
38 11 42.0 27.5 0.001801 
39 11 43.5 27.0 0.001832 


Average 0.001695 
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EXPERIMENT IV. 
The alcohol percentage in eggs 
incubated for 16 days. 


9 eggs which had been incubated for 16 days, contained very 
regularly 21-25 %o» alcohol, the mean percentage of alcohol being 
0.002316 v. % as table IV: shows. 


T ABLE IV. 
No. of Days of Volume of Volume of Volume percentage 
eggs incubation. eggs. distillate. of alcohol. 

ewes Tt eo) [| eo TC a 
40 16 400 24.0 © 092400 
41 | 16 420 250 0 002233 
42 16 400 245 0.002144 
43 16 38.0 21.0 0 602436 
44 16 43.0 245 0 002564 
45 15 30.0 15 5 0.002196 
46 16 39.0 24 0 0 002387 
47 16 40.0 25.0 0.002253 
48 16 43.0 240 0.002232 
Average 0.002316 


EXPERIMENT V. 


The alcohol % in eggs on the last day of incubation. 


When fertilized eggs had been incubated in the thermostat 
for 21-22 days, they were on the point of hatching out. Well . 
developed chickens fluttered their wings, when the shells were 
broken away. 
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For determining their volume, they were cut into pieces and put 
into a graduated cylinder, containing known amount of distilled 
water. After their volume had been determined in this way, they 
were placed, together with the distilled water, in the distilling 
flask. Figures given in table V show the results. 


TABLE V. 
ie i : } 
No. of Days of Volume See Volume of 
eggs. | incubation. | cf eggs ie ndded. distillate. 
ce ce ce 

49 2) 42.0 _ 25.0 

50 20 40:0.=:, — £2.5 

51 22 500 21.0 3£0 

52 22 52.0 20.0 395 

53 22 44.0 10.0 30 0 

5k 22 51.0 20.0 40.0 

55 | 22 39.0 20.0 30.0 

Average S 


Volume % 
of alcohol. 


0% 
0.002976 


“0 002953 
0.003040 
0.003038 
0 002982 
0 003137 
0 0032€9 


0.003054 


As will be seen in the table, the mean value of alcohol per- 
centige became 0.003084 on the last day of incubation. 


EXPERIMENT VI. 


The change in the amount of alcohol in fertilized 


eggs at room temperature. 


This expe iment has been carried ous as control for the pro- 


ceeding 5° experiments. 

As this experiment was performed in winter, the temperature 
of the laboratory varied very widely.’ In the daytime it rose some- 
times over 20°C., and in the night when no steam heater worked, 
it sank occasionaly to 38°C. 
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The determination of alcohol in eggs which had been stored 
for various lengths of time in a box placed in the laboratory was 
made in the same way as in the preceding experiments. The re- 
sults are shown in table VI. 


TABLE VI. 

No. of Volume Volume of Volume % 

eggs Days stored of eggs. |. listillate. of alcohol. 
56 7 42.0 23.0 0.000821 “ 
57 8 40.0 24.0 0.001005 
58 8 48.0 30.0. 0.000948 
59 11 46.0 25.0 0.001217 
€0 11 47.0. 30.0 0.001277 | 
61 20 410 25.0 0.001829 
62 21 39.0 10a 0.001846 
63 21 47.0 29.5 0.002040 


If the figures in table VI are compared ‘with those in the 
previous tables, it will be noticed at once that the increase of alco- 
hol percentage in eggs stored at room temperature is markedly 
slower than that in eggs incubated in the thermostat. 


EXPERIMENT VII. 


The change in the percentage of alcohol in the dead eggs 


incubated in the thermostat. 


It has been demonstrated in the foregoing experiments, that 
the percentage of alcohol in living eggs increases very regularly 
and gradually up to the day of hatehing. Such increase in the 
alcohol percentage as this, however, may take place in dead ones 
when they are incubated in the thermostat. 
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Experiment VII has been undertaken for the purpose of set- 
tling this problem. 

Freshly laid eggs were vigorously shaken in order to kill them, 
they were placed in the thermostat on the same day and in the 
same manner and the amount of alcohol were estimated after the 
same length of incubation as the living eggs. 

Notwithstanding the vigorous shaking, some of the eggs were 
found undestroyed, the embryos were well developed and living. 
Some of the shaken eggs on the other hand were found dead at 
the stadium of 2-3 days development of the embryos. These eggs 
‘were all discounted. Eggs in which no sign of the development 
of embryos was present, were employed for the experiment. Table 
VII shows the results. 


TABLE VIL 
No. of Days in the Volume Volume of Volume % 
eggs. thermostat. of eggs. distillate. of alcohol. 

, ce cc v. % 
64 6 43.0 23,0, 0.C00632 “0 
65 7 51.0 240. 0.000794 
66 10 40.0 26,0 0 001086 
67 11 39.0 22,0 0.001128 
68 16 39.0 25,0 : 0 001382 
69° 16 41.0 24.5 0 001790 
70 21 35.0 19,0 0001357 
71 : 21 41,0 24,0 0.001743 
72 21 38,0 22,0 0,001448 
73 21 33.0 17,5 0,001859 


The figures in table VII indicate clearly that such a regular 
and remarkable increase of alcohol percentage as in the living eggs 
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did not take place in the dead eggs even when they were placed 
in the thermostat, 
EXPERIMENT VIII. 


The alcohol percentage in the blood of fouls. 


The presence of alcohol in the normal blood and tissues of 


“man and mammals has been studied by many authors, but no one 


has yet investigated the pfysiological alcohol content of aviene 
tissues. 

I have already described the change in the amount of alcohol - 
in eggs at various stages of incubation. It seems therfeore neces- 
sary to investigate the physiological percentage of alcohol in the 
blood of fowls as a contrast against the findings obtained in the 
foregoing experiments. The blood was taken from the carotis of 
healthy fowls and natrium citricum was added as anticoagulant. 
‘The percentage of alcohol was determined in the usual way. The 
results are given in table VIII. 


TABLE VQAII. 
No. of Weight of Volume eearee a ft Volume of Volume % 
fowls. fowls. of blood. Sraar aaded distillate of alcohol. 
gm. ce cc Co Ne eet 
1 1800 70.0 — 32.5 0.002702 
2 1100 47.0 —_ 22.5 0.002872 
3 1400 43.0 i 22.0 0.002942 
4 3855 84.0 = 53.0 0.002840 
5 1580 350 —_— 19.0 0.002714 
32 1980 29.0 2290 32.0 0.002759 
33 2700: 71.5 7.0 35.0 0.002815 
38 1170 36.0 10.0 30.0 0.002708 
42 1310 39.6 15.0 33.0 0.002751 
Average. 0.002794 


As is indicated in the table, the percentage of alcohol in the 
blood of fowls is very constant. Of 9 fowls examined, the highest 
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percentage of alcohol in blood was 0.002942 and the lowest was 
0.002702. , 


EXPERIMENT IX. 


The alcohol percentage in the liver of fowls. 


Thus far we have shown that 
1. freshly fertilized eggs contain 0.000744 v. % alcohol, 
2. the percentage of alcohol in living eggs increases gra- 

dually during incubation, and finally reaches. 0.003054 
ve %, 
3. the blood of fowls contains 0.002794 v. %. 

These findings seem at the first sight to show that the tissues 
of chickens, contain more alcohol than those of grown up fowls. 
But such is not the case. Because, as many previous investigators 
have already proved, the percentage of alcohol is generally less 
in the blood than in the other tissues such as liver and brain. In 
fact, the liver of fowls contains about 0.003952 v. % alcohol as 
shown ‘in table IX. 


TABLE IX 
No. of Weight Volume cua Be Volume of Volume % 
fowls. of fowls. of livers. write adilod distillate. of alcohol. 
gm.| - ce ce ce v. % 
7 1630 23.0 30.0 30.5 0.003316 
2300 27.0 25.0 340 0.C03611 
10 2800 35.0 250.0-: 39.0 0.004179 
ni 1620 34.5 24.5 37.0 0.003668 
12 1920 34.0 20.0 34.0 0.003500 
13 1880 3t.0 20.0 36.5 0.003757 
17 1580 32.0 20.0 32.5 0.003556 
33 2700 38.0 15.0 30.2 0.003965 
38 1170 21.0 15.0 26.5 0.005571 
42 1310 48.0 15.0 32.0 0.004500 


Average. 0.003952 
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DISCUSSION. 


_ In the present work, it has been proved that alcohol increases 
gradually and constantly in living eggs during incubation where- 
as the amount of alcohol in the dead eggs does not undergo such 
a regular and remarkable change as in the living eggs even when 
they are placed in the incubator. 

On the last day of incubation, the percentage of alcohol in 
the living eggs becomes about equal to that in the tissues of fowls. 

These facts seem to prove definitely that the alcohol existing 
in the normal blood and tissues of fowls as well as of other 
animals is not a product of bacterial or yeast fermentation in the 
digestive canals, which has been absorbed and has reached the 
tissues, but it is produced in the tissue itself as a product of the 
tissue metabolism, because no microorganisms can exist so regularly 
in the living eggs, as the increase of alcohol indicates. 


SUMMARY. 


1) Freshly laid eggs contain about 0.000744 v..% alcohol. 

2) ‘The amount of alcohol in fertilized eggs increases slowly 
with days of incubation and reaches at 0.003054 v. % 
on the 22th day. 

3) The amount of alcohol in the living eggs at room tem- 
perature increases more slowly than in the incubator. 

4) The amount of alcohol in killed eggs does not increase 
so regularly and markedly as in the living eggs even 

_ if they are placed in the incubator. 

5) ‘The normal blood of fowls contains 0.002794 v. 9 alcohol. 

6) In the liver of fowls, the percentage of alcohol is 0.003952 
VEG. 

7) From the above results, it is to be concluded that the 
alcohol in the normal blood and tissues is a product of 
cell metabolism. 


I wish to acknowledge my indebtedness to Prof. Dr. K. 
_Yamakami for much help and advice. 
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THE AUTONOMIC RHYTHM OF THE TURTLE HEART, 
AS INFLUENCED BY VARIOUS CONDITIONS.* 


By 
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I. INTRODUCTION. 


True conceptions of the normal and abnormal functions of 
the heart must be based on a knowledge of the fundamental 
properties of cardiac muscle. The heart of the turtle is a pecu- 
liarly attractive object for the study of these muscular properties. 
It has indeed been used by numerous investigators, but many 
important problems are only partially solved. Amongst these 
are the comparative behavior of the different parts and levels 
of the heart; and the comparative reactions of the muscle in 
rhythmic and non-rhythmic condition. The turtle heart offers the 
advantage that it can be cut into strips, which may be suspended 
in solutions and attached to levers to record their contractions. 
In proper solutions, these strips contract as rhythmically as a 
heart in situ. By rather slight changes in the ratio of ions, 
the rhythmicity can be suppressed, so that the strip of heart- 
muscle contracts vigorously, but only in response to extraneous 
stimuli. In Ringer’s solutions and others that contain the salts 
in approximately the proportion that exists in the blood-plasma, 
sino-auricular preparations beat rhythmically; but ventricular 
strips are usually rendered non-rhythmic ; an arrangement that is 


* Presented before the Joint Medical Oonference of the British Medical 
Association and the China Medical Missionary Asscciation held at Hongkong, - 
January 22, 1925. 


87 


88 Wei < bis os Chu and T, Sollmann: 


evidently useful for subjugating the ventricle to the pace-making 
rhythm of the sino-auricular node. Spontaneous rhythmicity may 
be aroused in the ventricle by reducing the quantity of potassium 
in the solution. The calcium content of the solution, although 
it is not indifferent, is of rather minor importance from the 
standpoint of rhythm-production; so that ventricular strips will 
beat rhythmically, and for a quite considerable time vigorously, 
in an isotonic solution of NaCl. These facts have been known 
in their general features through the investigations of Howell, 
- Greene, Lingle, Martin and others; but before approaching 
further problems, it appeared advisable to extend our working 
knowledge of the conditions that initiate, modify, suppress and 
restore rhythmicity. The present. paper gives a brief outline of 
some of the work that we have completed. 


II. Meruops. 


The phenomena that we shall discuss have been studied by 
cutting the heart of the turtle (Chrysemys elegans was used for 
nearly all of the experiments) into strips_or segments, and 
‘attaching these to a lever immersed in a beaker containing about 
309 of an isotonic saline solution. This in turn is surrounded 
by a waterbath, which regulates the temperature. The lever is 
arranged to serve as electrodes for stimulating the heart. 

When it is desired to maintain the heart in the best con- 
dition, a current of air or oxygen must be bubbled through the 
solution. ‘This is less important for non-rhythmic muscle; but 
when beating rhythmically, the non-aerated hearts soon become 
weaker ; irregularities and groupings appear in the rhythm, and 
permanent arrest occurs, in about 2 hours in the case of the 
_ ventricle immersed in 07% NaCl. When this stage is reached, 
the rmauscle is also irresponsive to electric stimulation, and cannot 
be restored by aeration If the aeration is stopped for short 
periods—10 or 15 minutes—perfect restoration occurs on resum- 
ing the aeration. With aeration, the rhythm continues usually 
for 3-$ to 4-3 hours, becoming slowly weaker. ‘The benefits 
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of aeration are due solely to the supply of oxygen; for a lively 
stream of hydrogen does not improve at all over non-aeration. 

With the rhythmic heart, therefore, non-aeration is permis- 
sible only for short experiments, or when it is expressly desired 
to create unfavorable conditions. 


III. EXPERIMENTAL RESULTS. 


This paper includes a comparative study of the effects of the 
temperature changes on the phenomena of longitudinal strips 
of the ventricle (from base to apex) in isotonic (0.7%) NaCl 
and the modifications produced in these by the addition of 
the small quantities of calcium or of potassium. Calcium was 
added in the concentration of 0.025%, approximating its con- 
centration in plasma; potassium had to be used in a somewhat 
lower concentration (0.015%), and the plasma concentration 
(0.03%) generally renders the heart non-rhythmic. 

Only the median values obtained from the experiments will 
be cited; the number of the experiments being such as to give 
us ee Sines in the conclusions. 

The observations will be discussed neds the general head- 
ings of (1) The duration of the dormant period ; (2) ‘The maximal 
rate of the rhythm; and (3) the duration of the rhythmic activity. 

1. The duration of the dormant period : 

When a freshly prepared strip is immersed in a rhythm- 
provoking solution, the rhythm does not start at once, but only 
after a period of ‘quiescence, which we shall call the ‘ dormant 
period.” ‘The duration of this period, measured from the moment 
of immersion to the first spontaneous contraction, varies for dif 
ferent parts of the heart, and for different conditions. The following 
notes are confined to longitudinal strips of the ventricle. 

(a) Influenc2 of the Temperature and Aeration on the Dormant 
Period: It is evident that the increase of temperature shortens 
the dormant period. As shown in figure 1 in the aerated strips 
his increase takes the usual form of temperature reactions (see 
Fig. 1). Non-aeration prolongs the dormant period, and the 
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quickening effect of temperature is less regular. ‘There is a 
distinct break in the curve between 20° and 25°. It is due to 
the fact that of 18 strips immersed in non-aerated saline at 25°, 
four (ie. 22%) did not start to beat at all. This indicates that 
the higher temperatures have injurious effects which may more 
than offset the increase in rhythmicity. If this happens, there is 
a “break” in the correspondence of temperature and rhythmicity. 
This break tends to occur when the heart is not at its best; for 
instance, when it is deprived of oxygen; whilst conditions such 
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Fig. 1. Duration of Dermat Period : 
in 
‘—— Aerated NaCl 0.7% 
— © . Non-aerated NaCl 0.79% 
x Non-aerated NaCl 0.7964+CaCl, 1.025% 
a Aerated NaCl 0.799 + KCl 0.0159 
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as aeration which increase the vigor of the heart, prevent the 
break. 


TABLE I. Duration of dormant period in .0.7% NaCl. 


Saoes 


Median Duration with solution: 


Temperature. 
(°0) Aerated : _ Not aerated : 
(minutes) (minutes) 
: 15 15 21 i 
20 3 8 
25 _— 9 
30 1 3 


(b) Calcium on the Dormant Period: The effects were 
studied on ventricular strips depressed by non-aeration. As shown 
in figure 1, the addition of calcium 0.025% tends to shorten the 
dormant period. Increase of temperature shortens the calcium 
dormancy very much as it shortens the dormancy of the sodium 
heart ; but under calcium none of the hearts failed to start a 
rhythm, as against more than 4 of the non-aerated hearts that 
failed to become rhythmic in NaCl at 25°C. It appears, therefore, 
that ealcium has two tendencies: (1) to shorten the dormant 
period; and (2) to diminish heat-injury. 

TABLE II. Effect of Calcium on dormant period: 
(0.0259 of CaCl, added to non-aerated 0.7% NaCl) 


Median duration: Parallel strips from same 
Temperature | —“‘CS! CC SCV str first in 

, ° solution : 
(°C) ac re plaimaes Without Ca : With Oa 

(minute) (minute) (ratio) 

eo Ee 2 ee bi 

15 21 i 1;2.75 
20 8 8 1:1 
25 9 6 1:2.4 
30 3 3 1:1.5 


(ec) Potassium on the Dormant Period: Since potassium was 
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found to be depressant, its effects were studied on the strips in 
the best condition, i.e. with aeration. ‘The results are shown in 
figure 1. 


- TABLE IIl. Effect of potassium on the dormant period: 
(0.015 KCl added to nerated 0.7%, NaCl) 


Median duration: Parallel strips from same 
Temperature : ventricle start first in 
2 2 solution : 
(°C) Without K With K without K : with K 
(minutes) (minutes) (ratio) 
15 15 15 1: 0.5 
20 3 6 1: 0.2 
30 1 10 1: 0.33 


Potassium prolongs the dormancy: Increase of temperature 
decreases the dormant period, but between 20° and 30° there 
appears to be a distinct break in this improvement; so that 
potassium apparently renders the muscle more susceptible to the 
injurious effects of high temperatures. 

2. The maximal rate of the rhythm: 

After the first beat, the rhythm of the heart usually appears . 
irregular; each contraction or short series of contractions being 
followed by pauses of irregular duration, which we are inclined 
‘to attribute to inhibition of the rhythm, and which deserve 
‘further study. After a variable time, the rhythm becomes regular, 
and assumes a rate that depends on the region of the heart from 
‘which the strips were taken, on conditions, and on the extent of 
the contractions, since these influence the refractory period. A 
high rate may therefore be due to high rhythm production, as 
‘the result of increased excitability of the heart; or to short 
refractory periods as the result of the feeble contractions of 
depressed cardiac muscle. 

In the following tabulation we have utilized only those 
experiments for which the solutions were kept aerated. The 
results are shown in figure 2 
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TABLE IV. Maximal heart rate: 


Maximal Rate (median) : 
Temperature Parallel strips with faster 


‘yt: 

°G NaCl with Calcium! with K i hyem at i Na: K 
(per Min) | (per min) | (per min) 

15 10.7 12.4 2.7 112 1:0.25 

20 16.0 16.4 9.2 1: 0.85 1:0.76 

30 21.8 36.5 11.0 1:16 1:0.52 


It is well known that temperature increases the rate of the 
heart; but the form of the temperature curve is not indentical 
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for the three solutions. In the first place, calcium is seen to 
increase, and potassium to decrease the height of contraction, the 
alterations of rate cannot be the secondary result of changes in 
strength of contraction; so that they are presumably attributable 
to changes in rhythmicity. If then we accept, at least tentative- 
ly, that calcium increases the rhythmicity of the heart, the 
calcium heart will be able to respond to the rhythm-stimulation 
of the higher temperatures better than a heart without calcium ; 
so that the calcium-temperature curve does not flatten between 
20° and 30°C, as do the curves for sodium or potassium, which 
are unable to follow the stimulation of the higher temperatures. 
The potassium strips especially reach their maximum rate about 
20°C. 

8. The Duration of the Rhythmic Activity : 

By this is meant the time between the first spontaneous 
beat, and the final arrest of the ventricular strip. The results 
are shown in figure 3. 


TABLE V. Duration of Rhythmic Activity: 


Endurance of Rhythm in Parallel strips. 


Temper- ‘ Endurances longer in 
ature Aerated |Non-aerated'Non-aerated| Aerated (Ratio) 
C NaCl NaCl | plus 2 CaCl, plus KCl | ya:Ga Na: K 
min min min 
15 255 150 365 300 1: 24 pe a lea ke) 
20 90 65 129 100 shoe EY) Lt 5h 
25 = 44 92 _— ds 2.0 = 
30 67 52 41 €0 TO. Leo Og 


It is seen that increase of temperature progressively shortens 
the endurance of rhythm; doubtless as the result of the faster 
rate, heat asphyxia, and heat injury. Here, for the first time, the 
effects of heat and calcium are in opposite direction; for the 

calcium indeed doubles the duration of rhythm for the corres- 
ponding temperatures; and this in spite of the fact that the rate 
and force of the contractions are generally stronger under calcium. 
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‘The influence of the potassium is very interesting. ‘Toward 
the dormant period and toward the maximal rate, potassium acts 
contrary to heat and contrary to calcium. When these two fac- 
tors become opposed, in their effect on endurance, the potassium, 
apparently follows neither; i.e. it has practically no effect on the 
endurance of rhythm, at any temperature. ‘This does not mean 
that it has no action. More probably, the potassium depresses 
the excitability of the heart, and thus would tend to shorten 
the endurance; but the more feeble heats postpone exhaustion 
and therefore tend to lengthen the endurance; and the two effects 
tend to neutralize each other. 

360 
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Duration of Rhythmic activity. (minuts). 
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Temperature (°C) Fig. 3. - Duration of Rhythmic Activity: 
: 2 Aerated NaCl, 0.79% 

Oo — — — — @ Non-aerated NaCl, 0.79% 

x .... «« X Non-nerated NaOl 0.79F+CaCl, 1.02599 

4 —*—-+— a Aerated NaCl 0.79¢+KCl 0.015% 
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ITV. Summary. 


The following phenomena were observed on strips of the 
ventricular muscle of the turtle, suspended in saline solution. 

(1) Increase of temperature shortens the dormant (pre- 
rhythmic) period; quickens the rhythm, and shortens the 
endurance. These phenomena occur under all the conditions to 
be discussed; but under unfavorable condilions, the higher tem- 
peratures show less of the beneficial and more of the detrimental 
effects, so that with these there is a “break” in the temperature 
curve. ‘ 

(2) Aeration of the solution shortens the dormancy, diminishes 
irregularities in the carves, and prolongs the endurance. 

(3) Oxygen deficiency acts in the opposite direction. With 
moderately high temperatures, the muscle often fails to initiate 
contractions in non-aerated isotonic (0.7%) NaCl. Such failure 
is rare if the solution is aerated, or tf the plasma concentration 
of CaCl, is added. 

(4) Calcium Chloride: The addition of the plasma con- 
centration (0.025%) of calcium chloride to isotonic NaCl shortens 
the dormant period, quickens the rhythm,.and prolongs the 
endurance, notwithstanding the greater work that is performed 
by the muscle. It counteracts the deleterious effects of the 
heat and therefore permits the full development of the stimulant 
effects of higher temperatures. 

(5) Potassium Chloride: The. plasma concentration of KCl 
(0.039) generally renders the ventricle non-rhythmic. With 
0.015% KCl, the dormant period is prolonged; the rate is slower 
and ‘cannot follow the quickening effects of higher temperatures ; 
the endurance is not materially altered. 


CONCLUSIONS. 


Heat, acration and calcium increase the rhythmicity of 
the heart; oxygen deprivation and potassium have the opposite 
tendency. 
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The higher temperature also’ has. an injurious effect on the 
heart; this is intensified by oxygen deprivation and by potas- 
sium; so that with higher temperatures the injury may netdralize 
or overbalance the heat stimulaticn. Aeration and calcium 


counteract this injury, so that the stimulant effects of higher 
temperatures are accentuated. 
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HEMIN CRYSTALS PREPARED FROM CAMEL’S BLOOD. 
| Py 
BERNARD E. READ, 
(Peking Union Medical College. Peking, China.) 


(Received for publication, March 29, 1925.) 


In carrying out various tests with blcod drawn from the 
camel Cameus Bactrianus, there was obtained by Teichmann’s 
test a new form of hemin crystal. This would appear to revive 
the original idea of Teichmann (1853), “ who attributed to them 
diagnostic properties as regards the blood of different animals,” 
(Formad, 1888). 

In reviewing the literature one finds two phases of the 
subject under investigation. One deals with the reliability of 
the hemin test in forensic chemistry, the other is concerned with 
the possible specific character of hemin crystals as prepared from 
the blood of different animals. 

Heine (1912) working with numerous samples claimed to 
have got varying resuits, whilst Ewing (1904) maintains that 
this test is absolutely reliable. Failures being attributable to :— 
1. Excess of salt. 2. ‘The alteration of albumins by excessive 
heat, preventing the formation of crystals. 38. Violent boiling 
which drives off free hydrochloric acid, thus preventing the 
formation of hemin crystals. 

Preyer (1871) stated that there was no reliable way of 
differentiating the various types of blood. A more modern writer 
Rédhmann (1908) says that there is a difference in the hemin of 
various animal bloods, to be attributed to contamination. Other 
workers, note a difference but the general opinion remains as 
Preyer expressed it, that it is unreliable. 


A 
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- With these two different phases of the subject in mind vari- 
_ OuS experiments have been undertaken to investigate both the 
reliability of Teichmann’s test and its possible specific character. 


Tor RELIABILITY OF 'TEICHMANN’S TEST. 


As a general test for old and minute quantities of blood the 
reliability of the Teichmann’s method would depend chiefly on 
the details of the technique employed. One of the factors quoted 
by Ewing (1904) as contributing to its success or failure, has 
received considerable attention, namely, the quantity and kind of 
chloride used. A satisfactory result was obtained by Strass- 
mann (1920) from a twenty years old sample of human blood 
by the use of a five percent solution of sodium chloride in place 
of the salt grains. Nippe’s method (1912) in which are used 2 
drops of a solution containing 0.199 each of potassium chloride, 
iodine, and bromide,. in glacial acetic acid, is well known. 
Bokarius (1918) used the following proportions, (a) Two parts 
of a saturated aqueous solution of salt with three parts of acid: 
(b) One part of same with three parts: (¢) One part with ten 
parts. Good results were obtained by him by the use of 5 parts 
of a saturated solution of sodium chloride in glycerine with 20 
parts of glacial acetic acid. 

These variations in technique employed to modify the amount 
of chloride present have been carefully studied by us and it is 
quite ‘evident from the results obtained that an excess of salt 
obscures the reaction. However, it has been found that the point 
of greater importance is the amount of heat applied. With due 
attention to the heating it has been found possible to secure 
excellent results without the addition of salt for there is present 
in the blood a sufficiency of sodium chloride. «The following 
technique has been used asd found satisfactory. 

A small drop of fresh blood smeared in a thin layer upon 
a slide is allowed to dry in the air. A drop of glacial acetic 
acid is added and covered with a cover-glass.. The slide is 
heated upon a water bath for one minute, then removed and cooled 
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by adding a further drop of acid. Examination under the micro- 
scope shows the characteristic hemin crystals. 

Blood stains on cloth or instruments are carefully soaked in 
physiological saline. A drop of the resulting solution is subjected 
to the same treatment as fresh blood. 

This technique has been found to be absolutely reliable for 
the obvious reasons pointed out by Ewing. It stands to reason 
that heating over an open flame is an unsatisfactory method of 
procedure. We have found this method to give satisfactory 
results when it was impossible to identify corpuscles or to see a 
characteristic spectrum for hemochromogen. 


THE SPECIFIC CHARACTER OF TEICHMANN’S TEST, 


The blood of the dog, cat, horse, sheep, rabbit, camel, and 
man, were tried with the above technique, and a very striking 
contrast was obtained in the appearance of the hemin crystals. 
Whether this be due, as Rohmann says, to contamination, Le., 
other bodies present in the blood than hemoglobin, is irrevelan 
The contrast between hemin from camel’s blood, and hemin fron 
human blood is most marked. Other bloods, whilst they do no+ 
give such a contrast show marked differences as shown by :— 

a) Sharpness of the corners of the crystals. 

b) ‘The appearance of twin crystals. 

c) The appearance in one microscopic field of great varia- 
tion in the size of the crystals. 

d) Size and shape of the crystals, some being much broader 
or larger or longer than others. 

It would appear that with a more reliable technique as that 
suggested, an experienced worker could obtain satisfactory results 
of a specific character. ‘The large, short and broad crystals with 
blunt corners often indented in the ends obtained from human 
blood are certainly different from the hemin crystals obtainable 
from camel’s blood. 

Camel’s blood yields hemin crystals which resemble in shape a 
sheaf of wheat bound in the middle, flanged and twisted at the ends. 
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It is possible that the characteristic appearance of hemin 
crystals obtained may depend somewhat upon the size and shape 
of the corpuscle, a physical factor determining the distribution 
of the hemoglobin. If such be the case, it would follow that one 
should expect a difference in the results obtained from. the round 
human corpuscle measuring about 7.5 w in diameter and the oval 
camel corpuscle measures 8.1 by 4.3 4. On the other hand if 
the difference be due to contamination, as stated by Rohmann, 
it would be expected that camel’s blood would yield a very 
different result from human blood, on account of the great 
difference in the compositions of these bloods. Human _ blood 
contains a high percentage of urea, whereas there is a great 
abundance of hippuric acid in camel’s blood. 
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Hemin crystals prepared from Camel’s blood, 


Camelus Bactrianus. 


BEITRAGE ZUR BILDUNG DER DESOXYBILIANSAURE 
AUS BILIANSAURE UND DESOXYCHOLSAURE 
UND DER ISODESOXYBILIANSAURE AUS 
ISOBILIANSAURE UND DESOXYCHOLSAURE. 


‘Von 


RIOHIO KARASAWA. 


(Aus dem physiologisch-chemischem Institut zu Okayama. 
Vorstanl: Prof. T. Shimidzu.) 


Die gut charakterisierte Abbauprodukte.der Cholsiure: Bi- 
liansdure, Isobilianséure C,,H;,0,, und die der Desoxycholsiure : 
Desoxybiliansdure, Isodesoxybiliansdure C,,H3,9,, besitzen alle noch 
die vollen Kohlenstoffatome der Stammséure und sind unter Ab- 
sprengung des Ringes J aus den Grundsubstanzen gebildet worden. 
Die Beziehung zwischen den beiden Isomeren kann man gut klarlegen 
und H. Wieland (1919, 1922) hat daftir aus den nachstehenden 
Formeln ersichtliche Erklérung aufgestellt. 


CH» CH2 CH2 CH, 
Vie is Pere 2x 
har oO ON, A a ae 
CO CH CH CO CH CH 
Til LY: beyttisc.048 | Til | DY) | |osscoor 
CH CH CH CH CH Cit 
eke eae ang: 
eden’ bd Vis 
HOOC C—CH» CH» CH2 C-—CH»2 CH; 
Ir | 
AA I | 1 | 1t| 
st CH CO COOH CH CO 
a a ibe Oe A a Oxia 
CH», CH2 vs CO2 


ie COOH 
Biliansiiure 
Isobiliansiiure 
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CH2 CH2 CH2 CH2 
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| Hh | aye | to Hy,COOH Il | Iv | |osH,Coon 
CH CH cH CH CH CH 
fo NE Res AX Ae ee 
fe SG EE Wie 
HOOC —CHy CH Ci  —cH, Ch 
| 
ee v. | Th | I | | 
Y.-C CO COOH CH CO 
Wa Te 
OH: Ciiz Y Oh 
050H 


Desoxy biliansiiure 
Tsodesoxy bili unsiinre 


Die Desoxybilliansiure ist zuerst von Latschinoff (1885) 
als das Oxydationsprodukt der Desoxycholsiure bezeichnet und von 
Tappeiner (1878) bei der Oxydation von nicht reinen Cholsdure 
erhalten worden. Durch Oxydation der Desoxycholsiu:ze mittels 
Kaliumpermanganates oder rauchender Salpetorséure wurden yon 
Prege (1903) und Wieland (1919) Desoxybiliansdiure und Iso- 
desoxy biliansdure erhalten. 

Durch einen merkwirdigen Versuch hat Borsche (1919) ge- 
_ zeigt, dass Bilianséure und Isobilianséure durch Reduktion nach 
Clemmensen in Desoxybiliansaéure und Isodesoxybiliansdure tber- 
fuihrt werden kénnen. Dadurch ist bewiesen, dass in der Cholsiure 
und in der Drsoxycholsiéure die sekundiiren Alkoholgruppen die 
gleiche Stellung haben. Bei diesem glatten Ubergang aus der 
Cholsiurereihe in die Desoxycholsiurereihe ist die dritte Car- 
bonylgruppe am Ring III der Biliansiiuze und Isobiliansiiure zur 
Methylgruppe reduziert worden, wahrend die Zweite intakt bleibt. 
Durch dasselbe Verfahren hat Borsche (1920) Iso-e-cholantri- 
siure (Isolithobiliansiiure) aus Isobiliansiure gewonnen, die keine 
Carbonylgruppe an sich trigt. 

Durch die Einwirkung des Phosphorpentachlorides auf Bilian- 
siiure ist zuerst von Lassar-Cohn (1899) und spiter von Pregl 


Beitrige zur Bildung der Desoxybiliansaéure 107 


(1903) eine Chlorverbindung erhalten, die von dem letzteren als 
Dichlormonodesoxybiliansiiure bezeichnet worden ist. Daraus hat 
Schenck (1924) durch Reduktion mit Zinkstaub und Hisessig unter 
Ersetzung des Chlors durch Wasserstoff Desoxybiliansiure gewon- 
nen. Daraus sieht man, dass die dritte Ketogruppe der Bilian- 
siure mit zwei Chloratomen angegriffen wurde. 

Verschiedene Versuche, durch Einwirkung des Broms die gut 
charakterisierten Abkémmlinge aus Cholsiure zu isolieren, sind 
von mehreren Forschern lingere Zeit erfolglos betrieben worden. 
Schon Lassar-Cohn (1892) hat durch Brom-Behandlung der 
Cholsiure Dehydrocholséure erhalten und deren Monobromderivat 
ist weiter von Landsteiner (1894) und Jansen (1912) in der- 
selben Weise dargestellt worden. Jansen hat dabei gezeigt, dass 
die Bromierung ein Substitutionsvorgang ist und dass diese Reaktion 
durch Wasserstoftionen beschleunigt wird, waihrend das Brom des 
Reaktionsproduktes durch Einwirkung von Laugen oder alkalisch 
reagierenden Flissigkeiten vollig entfernt wird. Diese Arbeiten 
stammen aus der Zeit, in der die Konstitution der Gallensiure noch 
nicht aufklirt und die Eiatrittsstellung des Halogens uns noch 
unbeknnt war. Der Versuch von Jansen (1912), durch die er- 
schépfende Bromierung der Cholsiure nach dem Verfahren von 
A. y. Bayer zum aromatischen Korper zu oxydieren, ist erfolglos 
geblieben. Endlich hat Pringsheim (1915) Brom auf die stark 
alkalische Cholsiurelésung einwirken lassen und die Biliobansiure 
isoliert, die von Wieland (1923) néher untersucht und als eine 
‘Triketodicarbonsiiure aufgewiesen worden ist. Bei dieser Reaktion 
ist die Cholséure dehydriert und aus der Alkoholgruppe des Ringes 
III ist eine Carboxylgruppe gebildet worden. 

Nun habe ich Brom auf die alkalischen Losungen der Bi- 
liansiiure, Isobiliansiure urd Desoxycholsiiure nach der Vorschrift 
yon Wieland einwirken lassen und Desoxybiliansiiure aus Bilian- 
siiure, Isodesoxybiliansiiure aus Isobiliansiiure und das Gemisch 
beider Siuren aus Desoxycholsiiure erhalten. 

Bei meinem Versuche muss die Einwirkungsart des Broms 
verschieden erklirt werden. Bei Gegenwart der alkoholischen 
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Gruppe in Molekil greift das Brom an und ein oxydativer Zerfall 
der Sdure wird leicht herbeigefihrt. Durch die Reduktionsversuche 
nach Clemmensen und den Vorgaug der Einwirkung des Phosr- 
phorpentachlorides ist es beweiskraftig, dass das dritte Carbonyl der 
Biliansiure und Isobiliansdure reaktionsfahiger als das Zweite ist ; 
also wird die Dritte der Sauren durch Brom leichter angegriffen, 
wihrend das Zweite unverdndert bleibt. Hinsichtlich des Reduk- 
tionsvorgangs in alkalischer Lésung der Sdure durch Brom kann 
man zwei Aufschlisse annehmen. Die erste Moéglichkeit der Re- 
duktion wiirde auf die wihrend der Bromierung eatwickelte Brom- 
wasserstoffsdure zurickzufiihren sein. Aber es ist mir viel wahr- 
scheinlicher, dass durch die Kinwirkung des Broms zwei Bromatome 
in das Carbonyl am Ring III eintreten und dass damit Dibrom- 
monodesoxybilianséure oder Dibrommonoiscdesoxyhiliansiure ge- 
bildes werden, deren Halogen dann wihrend der Behandlung mit 
‘Wass erstoff umgesetzt wurde. Auf die Desoxycholséure, die am 
Ring IIL kein Carbonyl tragt, wirkt das Brom wie Kalium- 
permanganat ein und das erste Hydroxyl wird zu den 2 Carboxylen 
oxydiert. F 

Nun kann man mit Wahrscheinlichkeit daraufschlierssen, dass 
in alkalischer Losung das Brom zuerst den Ring III der Gallen- 
siure angreift und dadurch das Hydroxyl am Ring III zum Cavr- 
boxyl_oxydiert, und dass bei Anwesenheit des Carbonyls anstatt 
des Hydroxyls das Brom in das Carbonyl eintritt, wobei dieses 
Brom in Molekul bei der weiteren Behandlung durch Wasserstoff 
nmgesetzt wird. 


BESCHREIBUNG VON VERSUCHEN. 
L Darstellung von Isodesoxybiliansiure aus Isobilianscure. 


___J1,0¢ nach Pregl (1903) dargestellte reine Isobiliansiure wird 
in 75cem 7 % iger Kalilauge gelést, dazu setzt man im Verlauf 
von 30 Minuten 2cem unter fortwiihrendem Umschiitteln in klei- 
neren Portionen zu, so dass dabei keine erhebliche Wirmeentwick- 
lung eintritt. Dass Brom gelit anfinglich schwer, dann Icichter 
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und spater schwerer in die Lésung, die sich durch die Bromierung 
zuerst gelb, dann braéunlich und endlich rot farbt. Die klare Losung 
wird auf siedendem Wasserbade erhitzt, Schon nach 15 Minuten 
tritt eine schwache Tribung in der Lésung ein und dann fallt ein 
gelblich brauner Niederschlag aus. Nach einstiindigem Erwéirmen 
wird das auf ca 30 ccm einengte, auf Lakmus sauer reagierende 
_ Reaktionsgemisch, mit gleichem Volumen Wasser versetzt und tiber 
Nacht in Zimmertemperatur stehen gelassen. Nun filtriert man yom 
schmierigen bromhaltigen Niederschlag ab und wiischt mit Lis- 
wasser durch. Durch vorsichtiges Ansduern des Filtrates und 
Waschwassers mit verdiinnter Schwefelsiiure vor Eintritt der Kon- 
goreaktion scheidet sich eine gelbe bromhaltige Fillung aus. Ein 
davon abgesaugtes Filtrat wird weiter bis Kongosauer angeséuert 
und einige Tage zur weiteren Ausscheidung stehen gelaasen. Der 
gewonnene Korper wird in verdtimntem Alkohol gelést, mit Tier- 
kohle entfirbt und getrocknet. Die noch nicht kristallisierte Sub- 
stinz wird mit einer berechneten Menge Bariumhydroxydlésung 
lingere Zeit gekocht,-dabei bildet sie ein im Wasser unldsliches 
Bariumsalz-heissfiltriert (durch Ansiiu.rn des Filtrates erfolgt keine 
Trubung) und mit heissem Wasser gut gewaschen. Der Nieder- 
schlag wird mit Natriumcarbonatlésung auf dem Dampfbade zur 
Trockne eingedampft, mit Wasser versetzt; aus dem wasserigen 
Extrakt erhélt man durch Ansiiuern mit verdiinnter Salzsiiure einen 
bromfreien Kérper. Der erhaltene Kérper wurde in heissem Wasser 
digeriert und aus dem léslichen Teile habe ich einen Korper er- 
halten, der durch seinen Schmelzpunkt die Vermutung auf un- 
verdnderte Isobiliansiiure nahelegt; sie betrug 0,06g (6 % der 
angewandten Siuren). Der aus dem in heissem Wasser unloslichen 
Teile erhaltene Kérper wurde aus verdiinntem Alkohol umkristal- 
lisiert; er ist leicht loslich in Aceton und Eisessig, aus denen er 
unter Zusatz von Wasser in feine Nadeln umkristallisiert. Die 
Ausbeute beirug 0,24 g, ca 25% der Theorie. 

Die im Vakuum bei 110-115° getrocknete reine Siiure besitzt 
den Schmelzpunkt 247-248° und bei weiterer Reinigung erfolgt 
keine Schmelzpunkterhéhung. 
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Titration : 
0,0824 g Sul.stunz gebrauchten 5,48com N/10 HON» 
Aquiyalent Bor. (Mol.-Gew. 436,408) 145,5 Ger. 150,4 


* Analyse : 
5,1135mg Substanz gabon 12,4830mg CO, u. 4,002Img H,O 
3,8040mg x 5 9,1281mg CO, u. 2,7066mg HO 
4.,3892mg _ = 10,7292mg CO, u. 3,3030mg HO 
Ber. fiir C,,H,,0, C 66,01 H 8,31 
Gef. C 66,57 65,65 66,66 H 8,75 7,96 8,42 


IT Darstellung von Desoxybilianséure aus Biliansiéure. 


2,0 ¢ reine Biliansiiure werden in 150 ccm 7 % iger Kalilauge 
gelost ; dazu gibt man 4ccm Brom und erwarmt es auf dem Was- 
serbade eine Stunde lang. Weiter wird es in derselben Weise wie 
bei der Isobiliansiure beschrieben behandelt. Die Reaktionsvor- 
giinge gehen ebenso wie bei der letzteren vor sich. Die erhaltene 
bromfreie Substanz wird aus verdtinntem Alkohol oder Essigs&ure 
in feine Tafeln umkristallisiert und im Vakuun bai 110-120° ge- 
trocknet. Die Ausbeute betrug 0,6¢g, das sind anndhernd 31 % 
der Theorie. : 

Die reine Sdure schmizt scharf bei 294-195°. 


Titration : 
0,1263g Substanz gobrauchten 8,8 ccm N/10 HONa 
Aquivalont Bor. (Mol.-Gew. 436,408) 145,5 Gof, 143,5 


Analyse : 
0,1138g Substanz gnben 0,2762g CO, u. 0,0866g H,O 
0,1113g + »  0,2692g CO, u. 0,0841g H,O 
4,0218m¢g ., »  9,6755mg CO, u. 3,1376mg H,O0 
Bor. fir C,,H,,0, © 66,01 H 8,31 
Gof. C 66,19 56,96 65,61 H 8,51 8,45 8,73 


III Darstellung von Desowybiliansiure und 
Isodesoxybilianstiure aus Desoxycholséure 


2,0 g aus Alkohol umkristallisierte reine Desoxycholsiure wer- 
den in 150cem 7 % iger Kalilauge geldst; dazu tréigt man 4 ccm 
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Brom in kleineren Anteilen im Verlauf von 45 Minuten ein. Die 
rote klare Lésung wird auf dem siedenden Wasserbade eine Stunde 
lang erhitzt, dabei scheidet sich schon nach 10 Minuten ein gelber 
Niederschlag aus und vermehrt sich nach und nach. Nach dem 
Erkalten filtriert man von der schmierigen Ausscheidung ab und 
wascht mit Eiswasser durch. Das auf Juakmus sauer reagierende 
Filtrat und das Waschwasser werden mit verdtinnter Schwefelsiure 
angesduert und dann erhalt man einen gelben bromhaltigen Kér- 
per. Das von dem Niederschlag abgesaugte Viltrat weiter bis 
Kongoreaktion angesiuert und einige Tage stehen gelassen. Der 
in Eisessig geléste, mit Tierkolile entfairbte und von dem Lésungs- 
mittel befreite Korper wird mit der betreffenden Menge Barium- 
hydroxydlésung langere Zeit gekocht, heissfiltriert und der Riick- 
stand mit heissem Wasser gut gewaschen. Beim Ansduern des 
Filtrates scheidet sich unreine Desoxybiliansiure aus. Der Rick- 
stand wird zerlegt durch Umkochen mit Natriumcarbonatlosung ; 
durch Ansduern der klaren Sodalésung erhalt man unreine Iso- 
desoxybiliansiure. Durch Wiederholung der Behandlung kann man 
sie vollig einander trennen. Die Gesamtausbeute betrug 0,8 g, ca 
36 % der Theorie, und die eine Sdure wiegt 0,65 g, die andere 
0,15 g. 

Die von dem in heissem Wasser léslichen Bariumsalz zerlegte, 
aus verdiinmtem Alkohol in feine Nadeln umkristallisiertr und im 
Vakuum bei 105-110° getrocknete Sabstanz zeigt einen Schmelz- 
punkt von 234-2)5° wud die von dem in heissem Wasser unlds- 
lichen Bariumsalz zerlegte, aus Alkohol in Nadeln wnkristallisierte 
und im Vakuum bei 110° getrocknete schmilzt boi 247-248° unter 
schwacher Braunfirbung. 


Titration : 
1) Die eine Siiure. 
0,0182¢ Substanz gebrituchten 3,2c¢3m N/10 HONa 
2) Die andeze. 
0,05552 Substanz gebrauchten 3,8 ccm N/10 HONa 
Aquivalent Bor. (Mo!.-Gow. 436,498) 145,5 
Geof. 1) 150,6 2) 146,0 


| 


112 _R. Karasawa. 


Analyse : 


' 1). Die eine Siure. 
6,2340mg Substanz gaben 15,1426mg CO, u. 4,6896mg H.O 
0,1208g 5 »  0,2926g CO, u. 0,0907g H,0 
2) Die a dere. 
- 4,5721mg Substanz graben 11,1648mg CO, u. 3,4478mg HO 


0,1026¢ 5 2 ty OBIT: «00, 1. 0.07682 “HO 
Ber. fiir C,,H,,0, C 66,05 Ht 8,51 
Gef. 1) C 66,24 66,05 H 8,41 8,40 

' 2) © 686,59 65,84 - H 8,43 8,37 


Aus den obigem Daten kann min die durch das Zerlegen des 
im heissem Wasser léslichen Bariumsalze3 erhaltene Saduve als 
Desoxybiliansiiure und die aus dem in heissem Wasser unlosliche 


als Isodesoxybiliansiure ansprechen, die beide mit den aus Des- 


oxycholsiure mittels Kaliumpermanganates coder rauchender Salpe- 
tersiure dargestellten Kérpern identisch sind. 
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UBER DIE GLYKOLYTISCHE KRAFT DES BLUTES. 
Y. Mitteilung. 


Die Adsorptionsyersuche des Traubenzuckers durch 
Tierkohle und Erythrozyten, besonders mit 
Berucksichtigung yon der Glykolyse. 


Von 


YOSHIKANE KAWASEIMA. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir Infektionskrankheiten 
der kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Dr. T. Kohmoto.) 


(Eingegangen am 18, November 1924) 


I. EXNLEITUNG. 


Bekanntlich adsorbiert die Tierkohle in einer differenten 
Menge sowohl Elektrolyte als auch Nichtelektrolyte. Die Adsorp- 
tionserscheinungen von Arminosiduren durch Kohle wurden neuer- 
dings von einigen Autoren, u.z. Abderhalden u. Fodor (1919), 
und K. Harpuder (1922) eingehend studiert. Nach Kaessler 
u. Hanke (1919) adsorbiert die Tierkohle auch Imidazole, nach 
Abderhalden u. Suzuki (1922) Acetaldehyd und Brenztrau- 
bensiiure. Warburg (1914) beobachtete, dass die Oxalsiiure an 
der Oberfliche der Blutkohle bei 38°C zu CO, und H,O0 gespalten 
wird. Nachher wurde von Freundlich u. Bjercke (1916), 
Warburg u. Negelein (1921), Warburg (1923), und Negelein 
(1923) nachgewiesen, dass die Tierkohle nicht nur die Aminosiiuren, 
wie Cystin, Leucin, Tyrosin etc., adsorbiert, sondern dass sie auch 
diese Substanzen nach der Adsorption bis zu Endprodukten leicht 
abbauen kann, geradewie bei der Oxydation in lebenden Zellen. 
Dieser Vorgang an Kohlenoberfliche ist im allgemeinen als eine 
katalytische Wirkung des in Kohle enthaltenen Eisens aufgefasst 
worden. Dass das Eisen als Katalysator wirkt, ist schon von 


113 


114 Y. Kawashima: 


Warburg u. Meyerhof (1913) und Neuberg (1909) an den 
Oxydationsversuchen der Aminoséuren bewiesen. Die Hefegdrung 
wird nach Abderhalden (1922) durch Tierkohle befdrdert. 
Andererseits zeigen die Untersuchungen von Abderhalden und 
Stix (1923), dass der an Tierkohle adsorbierte Alkohol durch 
Sauerstoff zu Acetaldheyd oxydiert werden kann. Nun ist es 
interessant festzustellen, ob der Traubenzucker auch an Tierkohle 
katalytisch so abgebaut wird wie in den tiberlebenden Blutzellen. 
Was den T'raubenzucker gegen die Oberflichenwirkung der Kohle 
betrifft, so behaupteten schon Warburg und Negelein (1921), 
dass Zucker, Fettsdure, Milchsdure, Apfelsiure im Vergleich zu 
den Aminosiuren bestindiger seien. Es fehlt aber eine genauere 
Beschreibung. Meyerhof (1923) erwaéhnt auch in seiner Vor- 
lesung an der Universitét zu Cambridge tiber den physikalisch- 
chemischen Mechanismus von der Zellenatmung als eine noch 
nicht publizierte Erforschung, dass die Glukose an der Kohlen- 
oberflache bestandig ist. Obschon die Glykolyse des Blutes von 
vielen Autoren bis zur Zeit mannigfaltig als Gegenstand der 
Untersuchung aufgenommen wurde, so liegt doch meines Wissens 
nach noch keine Untersuchung iiber die Oberflachenwirkung der 
Blutkérperchen wie die der Tierkohle vor. So médchte ich hier 
tiber meine Ergebnisse der Untersuchungen an den frischen und 
alten Erythrozyten berichten. 


Ii. UNTERSUCHUNGSMETHODE. 


Als Adsorbens steht hier Carbo animalis sicc. pro analysi 
Merck zur Verfiigung. Eine bestimmte Menge Kohle wird mit 
10,0ccm der in einer bestimmten Menge traubenzuckerhaltigen 
physiologischen Kochsalzlésung versetzt (—Kohlen-Zuckergemisch) 
und bei Zimmertemperatur wiederholt umgeschiittelt. Bevor die 
Hauptprobe dann in den Brutschrank von 37°C hineingesiellt 
wird, pipettiert. man sofort einen geringen Teil davon als Kontrolle 
ab und bestimmt unter den drei folgenden Bedingungen <n der 
Fliesspapierextraktion nach Bangscher Mikromethode den jewei- 
ligen Zuckergehalt : 


Uber die glykolytische Kraft des Blutes. © 115 


1. Das Filtrat des Kohlen-Zuckergemisches. 

2. Das Kohlen-Zuckergemisch : 

a. Das Extrakt nach Bang wird durch Filtration von 
der suspendierten Kohle entfernt. 

b. Dasselbe Extrakt ohne Filtration, d.h. mit der sus- 
pendierten Kohle. 

Nach 24 stiindigem Aufenthalt der Probe bei 37°C wird jeder 
Zuckergehalt ebenso wieder bestimmt. Aus der Differenz zwischen 
dem 1. Wert und der bekannten Zuckerlésung kann man die an 
Kohle adsorbierte Zuckermenge erkennen, auch aus dem 1. und 
2. a. wieder die in Lésung reversible. Der Wert der 2. b. Probe 
zeigt die totale Zuckermenge in der Probe zum Vergleich mit 
der anfainglichen Zuckerlosung. 

Bei der Untersuchung mit den Blutkérperchen wurde tiber- 
haupt Kaninchenblut verwendet. Die 3-4 mal wiederholt mit der 
physiologischen Kochsalzl6sung ausgewaschenen, und médglichst 
von Spulflussigkeit befreiten Blutkérperchen wurden mit einer 
bestimmten Menge der oben beschriebenen Traubenzuckerlésung 
versetzt, dann ebenfal.s bei Zimmertemperatrr geschiittelt. Ein 
Teil davon wurde bald zur Zuckerbestimmung angestellt, ein . 
anderer auf die Zentrifuge gebracht, um die abgetrennte Flissig- 
keit nach ihrem Zuckergehalt zu untersuchen. Durch solche 
einfache Handhabung kann man eine Zuckerverminderung aus 
der hinzugesetzten Zuckerldsung—d. h. ansehnlich adsorbierte 
Zuckermenge an Blutzellen—wahrnehmen. Danach wurde die 
Probe sofort in den Brutschrank zur Erkennung eines weiteren 
Zuckerverlustes hineingestellt. Zur Zuckerbestimmung bei diesen 
Experimenten bediente ich mich vorziiglich des neuen Mikrover- 
fahrens von Bang. Natiirlich wurde alles unter ganz aseptischen 
Kauteln ausgeftthrt; die Kohle wurde ebenso 1-2 Stunden lang 
bei 160°-170°C sterilisiert. Dass jede Probe bakterienfrei war 
wurde hier auch jedesmal durch aerobe und anaerobe Kultur 
sichergestellt. Noch sei bemerkt, dass die Zimmertemperatur 
wihrend der Experimente zwischen 9°-13°C schwankto. 
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III. ERGEBNISSE DER EXPERIMENTE. 
A. Versuche mit Tierkohle. 


Versuch 1. 


Zu 1,0g Tierkohle wird eine bestimmte Menge von der 
Zuckerl6sung, und von dem Serum oder Phosphatgemisch mit 
Zuckerzusatz gemengt. Ein geringer Teil davon wird bald mit 
Papier filtriert, und einige Tropfen Filtrate werden auf Fliesspa- 
pier gebracht, gewogen, dann nach Bang zur Zuckerbestimmung 
angestellt. Ein anderer Hauptteil wird bald in den Brutschrank 
hineinbeschickt und darin 8 Stunden lang aufbewahrt. 


TABELLE 1. 
Extrakt- Zuackergehalt in % Zuckerabnahme 
jongdauér|2at = <a ae (era genre nach 8 St. bei 
a E ae 
V ersudhsfille in Vor dem. Versuch|Nach 88t. bei37°O} 37°C in mg. 
Bane’s; i> aei aoe eee ee 


Reagens | Filtrat |Gemisch| Filtrat |Gemisch| Filtrat |Gemisch 


Ef 10g Tier | . 47st. | 0,029 | 0,196 


kohle+5,0 com ae 
physiologisch. A 
NaCl-lésung mit IDS» ee 0,150 | 46 


Zucker 


II. 1,0g. Tier- 
kohle+5,0 com 
defibriniert. u.| x 4 St. | 0,043 0,217 
abgetrennt. 
Kaninchen- SOLS S. on 0,037 0,176 0 41 
serum + Zucker- ; 

losung 


UI. 1,0 ¢g. ,Tier- | 
k 9 

sch-von Blutal- 
kalescenz + 
Zuckerlosung 


ES | 0,047 0,149 0 47 


x =Extraktionsdauer bei den Proben vor dem Versuch. 
* os ae As am Ende des Versuchs. 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, dass 1,0g Tierkohle 
schon bei Zimmertemperatur etwa 7,9-8,7 mg. Zucker aus der ca 
0,2% igen Zuckerlésung in Medien aus der physiologischen Ko- 
chsalz- oder Phosphatpufferl6sung und dem Serum sofort adsor- 
biert, wahrend sie aber im Verlaufe von weiteren 8 Stunden bei 
37°C keine Zuckeradsorption mehr aufweist. Bei der Probe I 
konnte der Zuckergehalt des Filtrates selbst am Ende des Versuchs 
wegen Materialmangels nicht bestimmt werden. Dass er aber von 
dem anfinglichen Wert nicht merklich verdndert ist, lasst sich 
aus den Ergebnissen der anderen Proben mit Wahrscheinlichkeit 
schliessen. Wird nun jede Probe zugleich mit der Kohle 15 
Stunden lang in Bangscher I. Lésung extrahiert, so kann man 
noch einen hodheren Zuckerwert erhalten, obgleich noch ein 
Zuckerverlust von 41-47 mg. zu finden ist. Ob diese Zuckerver- 
minderung wirklich durch Oxydation an der Kohlenoberflaiche 
gespalten worden ist oder nicht, kann aus weiteren Versuchen 
ersehen werden. 

Versuch 2. 


TABELLE IL. 


Jede Probe besteht aus 1,0g Tierkohle+10,0ccm Zuckerlésung 
(die Konzentration des Zuckers verschieden). 
x Versychsdauer 24 Stunden, Temp. 37°C. 


Konzen- | Zuckergehalt des| Adgor- Zuckergebalt, Scheit 
tration | von Tierkoble | bierte | Zucker- Tierkohle b oper 
der zuge- befreiten Zuc- \abnahme zusammen pa Zuc- 
Nr. | setzten | Filtrates in % |kermenge| in Ver-| extrahiert in % eee 
Zasker- |---| an Kohle | suchs-_ |__| pn 
l6sung |Vor dem eae in mg. | dauer | Vor dem|Nach dem “ 2 
in % |Versnch Versuch| @ (%) . Versuch | Versuch % 
I 0,509 0,172 0,178 | 337(66,2) 0 0,452 0,385 67(14,8) 
(4St, 15") | (3St, 05’) 
II. 0,261 0,059 0,071 | 202(77,4) 0 0,203 0,186 17 (8,4) 
(4S8t, 25') | (3 St; 25’) 
Il. 0,100 0,027 0,025 73(73,0) 0 0,088 0,076 12(12,6) 


(48t, 40’) | (3St, 55’) 


Stundenangaben in Klammern in 7. u, 8. Zeile zeigen die extrahierte 
Zeitdau erdes Zuckers im Bangschen Reagens. 
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Fi 1. 


Zuackerkonzentration in % 


Stunden 


——_—_— Versuche mit dem von Kohle boefreiten Filtrat. 


cece --- Tierkohle zusammen extrahierte Versuche. 
Fig. 2. (a) Fig. 2. (b) 
© 70 
oO ‘ 
Ste me: 
: es 
® 

a 300 a : 50 
° ob =z 4 
3 ae 
B a 200 So 
Q Al a0 = 40 
oh nS 
5 100 és 30 
A & s 
is g Ol 0-26) 0-509 A 3 20 
<q . Ba 

Konzentration des 10 


Zuckers in % 


Q OF O26] OS509 


Konzentration des 
Zuckers in % 


Wie aus der Tabelle II. ersichtlich ist, kann eine ziemlich 
grosse Menge Zucker prompt adsorbiert werden, und je verdinnter 
die Zuckerlésung um so mehr die Adsorption. Nach 24 stiindigem 


Verlaufe bei 37°C kann man keine weitere Adsorption mehr, d. 
h. keine Zuckerabnahme im Filtrate, erkennen wie beim Versuch 
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I. Dagegen bei der mit Kohle zusammen extrahierten Probe lisst 
sich eine merkliche Zuckerabnahme erkennen. Weil aber bei Nr. 
Ill. mit einer verdiinnteren Zuckerlésung eine fast ganze Zucker- 
menge durch eine 3°, 55! lange Extraktion wieder von der Koble 
herauszuziehen ist, dagegen bei Nr. I. mit einer hodheren Zucker- 
konzentration noch eine ziemlich grosse Menge von Zucker an 
Kohle zurickbleibt, so kann man denken, dass die Linge der 
Extraktionszeit dabei eine wichtige Rolle spielt, was an dem | 
ndchsten Versuche erdrtert werden soll. 


Versuch 3. 


TABELLE III. 


Konzentration der Zackerlésung gleich, Menge der Tierkohle vorschieden. 
Versuchsdauer : 24 St., Temperatur: 37°C. 


Be Zuckergehalt ie Ak Zuckergehalt, i 3 
oo des von Kohle oa <i ques Tierkohle “4g 
ag Xs befreiten Srey gd g zusammen 3 
!eNg Filtrates offal as extrahiert NG 
Nr ee in % eer) as in % © © 
2RW g & tole) = z “= iE q 
a — ese «1 ee i=t 
$3 2 Vor Nach 5 & a Bs Vor Nach a‘ 
}2 =| dem dem [29.5] $> dem dem. a s 
“8 |Versuch/Versuch|@ § | N Versuch | Versuch | 3 


[—_—_—$——<—_$ | <—— |_| ___ 


0,459] 0,063 0,064 396 0 0,190 0,194. Q 


I. 10,0 com Zu- (86,3) (1St, 35’) ce 3 ) 
ckerlésung+ 3 Ke 20") 

2,0 g. Kohle 0.875 (84) 
(23St, 40’) 

II 10,0cem 0,459| 0,146 | 0,140 | 313] 0 | 0,848 | 0,346 | 0 
Z 6 (67,5) (184, 50’) | (3.55, 00’) 
Zuckerloésung 
+1,0g. Kohle 0,359 | (100) 

oa (238t,25’) 

III. 10,0 com 0,459) 0,251 | 0,251 | 208] 0 | 0,348 | 0,374 | (+) 
y 6 (45,0) 255, 10’) | (3St, 20’, 
4uckerlésung 
+0,5 g. Kohle 0,334 | (125) 

ane (23St, 20’) 


Stundenangaben in Klammern=die Zei:dauer der Extraktion in 
Bang’s Reagens. 

Angegebene Zuckerabnahme in Klammern=abgenommene Zucker- 
menge im Vergleich mit der anfiinglichen Zuckerlésung. 
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Fig. 3. 


' Adsorbierte Zuckermengs in mg. 


Oo OS 70 2:0 


Menge der Tierkohle in dkg. 


Kine sofortige Zuckerabnahme beim Schiitteln der Kohle 
zusammen mit der Zuckerlésung und keine weitere Adsorption 
wahrend 24 Stunden bei 37°C verhalten sich hier auch ganz gleich 
wie bei den vorhergehenden Versuchen. Je linger die Proben 
mit der Kohle zusammen extrahiert werden, einen um so hoheren 
Zuckerwert zeigen sie. Doch selbst nach etwa einen Tag langer 
Extraktion erkennt man noch einen Zuckerverlust von 84-125 me. 
im Vergleich zum anfinglichen Zuckergehalt, wie die Tabelle IIT. 
zeigt. Ob dieser abgenommene Zucker durch die Oxydation an 
der Kohlenoberfliche wirklich verloren gegangen ist, oder noch 
unverdndert daran unextrahierbar erhalten bleibt, davon giebt 
der ndchste Versuch die Erkliirung. 
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Versuch 4. 


TABELLE IV. 


(A)=die Probefliissigkeit wurde bald vor dem Kochen - 
im Reduktionskolben von Tierkohle abgetrennt. 

(B)=im Gegensatz zu A wurde die Tierkohle nach 
dem Kcchen, bald vor der Titration, entfernt. 


Versuchsdauer : 24 St., Temperatur : 37°C. 


ts |Zuckergehalt| & sp | Zucker- eb aS 
Bes) des von 5 g gehalt g Tierkohl A 
38 Tierkohle | ¢ | Sierkoble 6}. 9.1) sssnmamc < 
an befreiten 8 Se # zusammen - oxieahic E 
a Pe ye Filtrats gL g | extrahiert | g (B) g 
Versuchsfille| § a in % Ry a q| (Ain % | 4 in % 3 
A O.|}——_—_ 9 gq |}——__—___] S 
S 8 Vor | Nach & A 2 Vor | Nach : Vor | Nach} % 
Sajaiaisa |g] a] alig|a ad. | § 
 & | Ver-| Ver- 8 g | Ver- | Ver- "S | Ver-| Ver- 
& | such | such % & | such | such | § | such | such 


Do | | | 


1,0g. Tier | 9 935] 0,066| 0,055! 169 | 11 | 0.183| 0,184| 0 | 0,578| 0,576! 0 


Kohle+ 10,0 | (a7 St] 27 St,| (22 St, (71,9) (27 St,| (22 St, (51)| (28 St, (24St)| (0) 
rose DORR |) 45). 1. Of) |..40!) 15’) | 20’) 10’) ; 
d6sung 

1,0 g. Tier. 
kohle+10,0 | 0 0,009! 0 0.336 | 0,340 
com NaCl- (29St,| (23St,) | (25 St)| (24 St. 
163ung (ohne 30’) '25') 
Zucker) 


Stundenangaben in Klummern=Extrahierte Zeitdauer in Bang’s 
Reagens. 

Angegebene Zuckerabnahme in Klammern=Scheinbar abgenommene 
Zuckermenge im Vergleich mit dor anfiinglichen Zuckerlosung. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, kann man allen adsor- 
bierten Zucker wieder aus der Kohle herausziehen, wenn die Probe 
mit der Kohle zusammen im Kolben aufgekocht wird, waihrend 
51mg. Zucker bei A Behandlung. noch nicht extrahierbar bleibt. . 
Dass die ‘Titration nach B Behandlung bei der Kontrollprobe 
ohne Zuckerzusatz einen uber 0,3% Zucker entsprechenden Wert 
zeigt, ist leicht erkliirlich aus ciner Adsorbierbarkeit von Jod an 


$292 Y. Kawashima: 


der Kohle. Aus den obigen Ergebnissen stellt sich tberhaupt 
heraus, dass der Traubenzucker beim Mischen mit der Kohle bei 
Zimmertemperatur (9°-13°C) sehr rasch in einer ziemlich grossen 
Menge adsorbiert wird, und er im Gegensatz zu Aminoséuren an 
ihrer Oberfliche ganz best‘indig und sogar unter einer bestimmten 
Bedingung vollkommen reversibel ist. 


B. Versuche mit den Kaninchenerythrozyten. 


Versuch 5. 


Weil es bei diesen Versuchen unméglich war, die Spilflis- 
sigkeit von Zellen spurlos zu entfernen, so wurde die folgende 
Untersuchung zuerst angestellt, um eine etwa zwischen den Zellen 
zuruckbleibende Flussigkeitsmenge auszurechnen. 4,0 ccm ausge- 
waschene und von Spilflissigkeit mdglichst befreite Blutzellen 
wurden mit 4,0cem einer bekannten Zuckerlésung versetzt, ge- 
schtttelt und sofort zentrifugiert. Nun einerseits pipettiert man 
die oben stehende Flissigkeit ab, welche in Menge gerade 4,0 ccm 
entspricht und nach ihrem Zuckergehalt untersucht wird. Ander- 
seits mengt man zu den zuriickbleibenden Blutkérperchen 4.0 cem 
physiologische Kochsalzlosung ohne Zuckerzusatz bei, und bringt 
sie wieder bald auf die Zentrifuge, wodurch die abgetrennte 
Flissigkeit zur Zuckerbestimmung dient. 


TABELLE V. 
Abgenom- 
Zuckerge- Berechneter,| mene Zuc->» 
Konzen- | Desglei- | halt der Borech- |wnahrer Zuc-| kermenge 
tration chen zum “wei- nete kergehalt [in einer sehr 
der nach der | tenmal zu- | Filiissig- in NaCl- |kurzen Zeit 
Nr. zugesstzt.|Mischung}| gesetzten |keitsmenge]lésung nach} mach Mi- 
Zuackerlé- mit NaCl-lésg. |in Zellen-| Mischung | schung der 
sung in |Bluizellen| ohne Zuc- | brei in mit Blat- Zuacker- 
% in % kerzusaiz com zellon in | lésung mit 
in % % Blutzellen 
aa in mg. (% 
t 0,474 0,419 0,035 0,36 0,435 16 (3,7) 
IL. 0,232 0,216 0,017 0,34 0,214 0 
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Aus der Differenz des ersten und zweiten Zuckerwertes also 
kann man eine im Zellenbrei zuriickbleibende Wassermenge leicht 
berechnen. Bei der Probe Nr. I mit einer konzentrierteren 
Zuckerlésung betrigt die in den Zellen tbrigbleibende Flissig- 
keitsmenge 0,36 ccm, bei Nr. IL mit einer verdtinnteren 0,34 ccm. 
Sie ist also in allen folgenden Versuchen, die immer unter 
gleichen Bedingungen, z. B. mit dem gleichen Volumen von Blut- 
zellenbrei und dem Glasgefiss von einem gleichen Durchmesser 
etc., ausgeftihrt wurden, durchschnittlich als 0,35 ccm berechnet 
worden. Sie kann aber natitrlich nicht als die ganz richtige Zahl 
gedeutet werden, da die zweimalig versetzte Kochsalzlosung nicht 
nur den im Zellenbrei vorhandenen Zucker verdtmnt, sondern auch 
den an Blutzellen adsorbierten wieder in die Lésung heraus 
kommen lassen wird. Dieser Fehler ist aber in diesem Fall ganz 
unvermeidlich, und da er ganz minimal ist, so kann er hier ausser 
Acht gelassen werden. 


Versuch 6. 


TABELLE. VI 


Erythrozytenznhl der Probe: 5488 Tausend pro cmm. 


HR 4 oy Zuckerab- 
Zuckergehali in % Hi E pata eee 
ee a E Ho] a (2%) 
to Mit Zellen vou Zellen befreit. |“ a°\>——— 
q zusammen Medium 39 .|nach 5-22 St. 
Fall & Ng z 
8 | Vor | Nach |Nach| Vor | Nach | Nach Sa a 
22| 4. | 5St. /228t.} a | 5 St |22St. Bere|S.2-4| Mit | Me- 
3 Ver- | bei | boi | Ver | bei | bei |chnet)/O © |Zellen| dium 
N | such | 37°C | 37°C | such | 37°O | 37°C Be 
-Gewasch. ; 
Blutzellen| 0,256| 0,131 | 0,080} 0,021 | 0,201; 0,036) 0,027 | 0,235} 34 51-110) 165- 
4,0 com+ (14,6) | (38,9-| 174 
Zucker- 84,0). | (82,1- 
l6sung 86,6) 
4,0 com 
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Fig. 4. 


Zuckergehalt in % 


Versuchsdauer in St. 


Mit den Zellen zusammen bestimmter Zuckergehalt. 
seceeeee Zuckergehalt des Mediums. 


Wie die Tabelle VI. zeigt, nimmt der Zuckergehalt der mit 
Zellen zusammen bestimmten Probe im Laufe der Zeit all- 
mahlich ab, wahrend derselbe vom zellfreien Medium schon in 
den ersten 5 Stunden des Versuchs sehr stark ist und danach 
ganz allmihlich niedrig wird, um endlich ein fast gleiches Niveau 
mit der vorderen zu erreichen (siehe Fig. 4). Diese starke 
Zuckerabnahme des Mediums in den ersten Versuchsstunden beruht 
wahrscheinlich auf Adsorption und Diffusion des Zuckermolekiils 
durch die Erythrozyten. Es handelt sich aber vielleicht haupt- 
sichlich um Diffusion, wenn eine sofortige Zuckerabnahme beim 
Schiitteln der Zellen mit der Zuckerlésung bei Zimmertemperatur 
(9°-13°C) bemerkbar ist, da in die Zellen eingedrungener Zucker 
mit Bangschem Reagens fast unausziehbar ist, und die hier und 
in folgenden Tabellen angegebene Zuckermenge fast gerade der- 
selben im Zellinnern entspricht. 
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Wie aus der Tabelle VII u. Figur 5. verstandlich i-t, sind 
die Ergebnisse des vorigen Versuches auch hier wieder in diesem 
Fall, wo die Untersuchung oft in einem ktrzeren Abschnitte 
serienweise wiederholt wurde, sicher bestétigt worden. Man kann 
nun sagen, dass das Zuckermolektil zuerst an den Erythrozyten 
adsorbiert wird und hineindringt, um endlich dort durch fermen- 
tative Prozesse der Zellen allmahlich gespalten zu werden. Die 
Erythrozyten koénnen sofort nach ihrem Mischen mit der Zucker- 
losung bei der Zimmertemperatur nur eine geringe Zuckermenge, 
und bei 37°C dagegen friihzeitig eine ziemlich grosse adsorbieren, 
was bei der Tierkohle ganz entgegengesetzt der Fall ist. 


Versuch 8. 


Bei diesem Versuche wurde ein Teilchen der Probe durch 
wiederholtes Gefrieren und Auftauen hamolysiert und zur Zucker- 
bestimmung angestellt. Wie schon in meiner ersten Mitteilung 
(1922) erwadhnt wurde, auch in diesem Fall zeigt der Zuckergehalt 


Hig. 6. 
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hamolysiert 


O73 


nicht hamolys iert 


Zuckergehalt in % 


Ol 


Voersuchsdauer in St. 
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bei der haimolysierten Probe immer einen etwas héheren Wert 
_als bei der nicht haimolysierten, aber es lasst sich in den beiden 
eine fast parallel verlaufende Zuckerabnahme erkennen. Andere 
Befunde sind von ganz gleichem Verhalten wie die zwei vorigen 
Versuche, wie auf der nichsten Tabelle VIII und Figur 6 ver- 
anschaulicht ist. 


Versuch 9. 
(Versuch mit veralteten Erythrozyten.) 


Die Blutkorperchenaufschwemmung, welche durch das ein- 
_tagige Belassen im Brutschrank ihre glykolytische Kraft fast 
verloren hatte, zentrifugiert man wieder, um die Flussigkeit zu 
entfernen. Zu 4,0ccm von veralteten, von Flussigkeit moglichst 
_ befreiten Erythrozyten wird das gleiche Volumen physiologischer 
Kochsalzlosung mit dem Zucker hinzugesetzt und wieder in den 
. Brutschrank hineingestellt, um unter oben genannten Bedingungen 
nach ihrer glykolytischen Kraft untersucht zu werden. 

Wie aus der Tabelle und Figur verstandlich ist, ist bei dem 
mit Zellen zusammen untersuchten Falle keine Zuckerabnahme 
nach 5 Stunden, wobei die frischen Erythrozyten schon eine 
deutliche Glykolyse zu zeigen pflegen, zu erkennen, und erst nach 
22 Stunden kommt eine ganz minimale Abnahme zum Vorschein. 
In dem Medium ist dagegen eine deutliche Zuckerabnahme schon 
in den ersten 5 Stunden und im weiteren Verlaufe auch eine 
allmihlich sich verstirkende Abnahme zu beobachten, wobei sie 
doch am Grade im allgemeinen etwas schwiicher als bei den 
frischen Erythrozyten ist. Daraus kann man mit Wahrheit sagen, 
dass die veralteten Erythrozyten nicht mehr glykolytisch wirken, 
wahrend sie noch eine deutliche Adsorptionsfahigxeit von Zucker | 
aufweisen. Fur die Glykolyse der Erythrozyten sind also nicht 
nur ihre Adsorptionsfihigkeit, sondern auch ihre aktive Lebens- 
tiitigkeit ausschlaggebende Faktoren. fndlich sei hier hervyor- 
gehoben, dass man bei der Glykolyseuntersuchung immer diese 
Adsorbierbarkeit des Zuckers berticksichtigen muss, Wenn man 
zum Versuchsmaterial nur ein Medium oder ein von gefalltem 


TABELLE IX. 


Erythrozytenzahl der Probe: 5920 Tausend pro cmm. 
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Versuchsdauer in Stunden. 
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Kiweiss befreites Filtrat verwendet. Sonst kann man zu dem 
falschen Urteil kommen, durch Adsorption abgenommenen Zucker 
fur glykolytisch gespalten zu halten. 


SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Die Tierkohle, Carbo andimalis sicc. pro analysi Merck, 
adsorbiert bei der Zimmertemperatur von 9°-13°C den Trauben- 
uucker prompt und ziemlich reichlich, im weiteren Verlaufe bei 
37°C aber nicht mehr. 

2. Der Traubenzucker wird 1icht oxydiert durch die kataly- 
tische Wirkung der Kohlenoberflache. 

3, Die Erythrozyten nehmen bei der Zimmertemperatur eine 
geringe Menge Zucker aus dem Medium, aber bei 37°C ziemlich 
schnell eine erhebliche Menge auf. 

4, Die veralteten Erythrozyten weisen doch auch eine deut- 
liche Aufnahmsfihigkeit von Zucker auf, wenn sie auch nicht 
mehr glykolytisch wirken. Fir die Glykolyse der Erythrozyten 
ist also ihre vitale Aktivitaét endgiltig von Notwendigkeit, was 
von mir schon wiederholt betont wurde. 

5. Bei der Glykolyseuntersuchung muss diese Adsorbierbar- 
keit des Zuckers immer beriicksichtigt werden, wenn man dabei 
zum Versuchsmaterial nur ein Medium oder ein von gefalltem 
Eiweiss befreites Filtrat verwendet. 

Zum Schlusse erlaube ich mir, Herrn Prof. Dr. H. Hayashi 
und Herrn Dr. Z. Hatta fiir ihre freundliche Leitung bei dieser 
Arbeit meinen ergebensten Dank auszusprechen. 
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UBER DIE BINDUNGSWEISE UND QUANTITATIVE 
BESTIMMUNG DES ARGININS IM 
PROTEINMOLEKULE. 


Von 


SHOYO SAKAGUCHI. 


(Aus dem biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 20. Marz, 1925.) 


Bekanntlich liegen tber die Bindungsweise des Arginins mit 
anderer Aminosiiure im Proteinmolekil zwei Moglichkeiten vor, 
teils im Guanidinrest, teils im Ornithinrest. Seemann (1905) 
behauptet, dass das Arginin im Eiweissmolekiil im Quanidinrest 
mit anderer Aminosdure verbunden ist, weil sonst die Erklarung 
iiber die Bildung von Oxalan, das von ihm aus dem Oxydations- 
produkt der Eiweissk6rper isoliert wurde, unméglich ist. Hingegen 
sind A. Kossel und seine Mitarbeiter (1911-1913) der Meinung, 
dass das Arginin im allgemeinen freien Guanidinrest besitzen 
soll, indem sie als den Beweis daftir das Experiment hervorheben, 
in welchem sie an Clupein, Salmin (Wechsler), Sturin, Histon 
und Edestin aus den durch Behandlung mit Salpeterséure erhaltenen 


Nitroproteinen Nitroarginin O(NH)<SE OR. CH,. CH,. CH (NH,) COOH 
isolieren konnten. Hier sei aber bemerkt, dass die Nitrierung 
des Guanidinrestes dieser Aminosduren dabei nicht quantitativ 
erfolgte. Also bleibt die Frage, ob ein Teil des Arginins im 
Zustande des besetzten Guanidinrestes im Proteinmolekil vorliege, 
noch offen. 

In vorstehender Arbeit habe ich mitgeteilt, dass die von mir 
gefundene Farbenreaktion nur durch Arginin im Eiweisskérper 
und zwar durch dasjenige mit freiem Guanidinrest gegeben wird. 
Nun habe ich beabsichtigt, diese Reaktion auf kolorimetrischem 
Wege zu quantitativer Bestimmung des in einem Hiweissmolekil 
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vorhandenen, mit freiem Guanidinrest versehenen Arginins heran- 
zuziehen und so zur Losung der oben erwaéhnten Frage anzu- 
wenden. 

Hierzu wurde zuerst untersucht, in welchem Mengenverhilt- 
nisse -Eiweisslésune und Reagentien, nimlich Alkali, o-Naphtol 
und Natriumhypochlorit zusammengebracht’ werden sollen, um 
die Farbenreaktion am starksten hervortreten zu lassen. Nach 
zahlreichen Untersuchungen gelang es mir, durch folgendes 
Verfahren meinen Zweck zu erreichen. 

Eine Reihe (3-4) Probierglischen werden mit je 5 ccm 1 proz. 
Lésung verschiedener Eiweissarten, 2 com 15 proz. Natronlauge, 
5 ccm 0,15 proz. o-Naphtollo6ung und einer nach den Eiweissarten 
passend gewihlten Menge (s.u.) 0,3 n-Natriumhypochloritlosung 
beschickt und in kaltes Wasser (2-4°C) gelegt. Nachdem die 
rote Farbung der Flussigkeit etwa nach 40 Minuten den héchsten 
Grad erreicht hat, wird der Inhalt des Probierglischens in 250 
ccm fassende Messkolben gegossen und bis zur Marke mit kaltem 
Wasser gefullt. Dann wird die Farbe der Losung mit Hilfe 
von Kolorimeter miteinander verglichen. Da die Farbe nicht 
bestandig ist, soll die Vergleichung derselben so schnell als 
moglich und in kaltem Raum ausgeftthrt werden. Folgende 
Untersuchungen wurden sdémtlich im Winter in einem kalten 
Zimmer ausgefihrt. 

Bevor ich auf die eigentlichen Untersuchungsresultate an 
verschiedenen Hiweisskérpern eingehe, sei hier kurz tber den 
. Einfluss der Menge der einzelnen Bestandteile auf die Intensitat 
der Reaktionsfarbe die Rede. 

a. Natriumhypochlorit—Die Menge dieses Reagens soll, um 
die stiirkste Farbenreaktion zu erzielen, nicht nur nach der 
Menge von Eiweiss sondern auch nach deren Arten passend 
gewihlt werden. Ich habe an einer Reihe von Eiweisskorpern 
untersucht, welche Menge Hypochloritlésung unter den oben 
erwiihnten Versuchsbedingungen die stiirkste Farbenreaktion 
ergibt. Die Untersuchungsresultate sind in folgender Tabelle 
wiedergegeben. 
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TABELLE I. 
Menge der Menge der 
Hiweissarten Hypochloritlésung Hiweissarten Hypochloritlosung 
com com 
Edestin 2.4 - 2,6 Ovalbumin 1,8 - 2,0 
Fibrin 1,8 - 2,0 Ovovitellin 1,8 - 2,0 
Gelatine 1,4 - 1,6 Oryzenin 2,0 — 2,2 
Gliadin 1,6 - 1,8 Phaseolin 1,8 -— 2,0 
Glutenin 1,8 -— 2,0 Serumalbumin 1,8 - 2,0 
Gutinpepton 2,2 -— 2,4 Serumglobulin 1,8 - 2,0 
Kasein 1,3 - 2,0 Zein 1,6 - 1,8 


b. Alkali.—Die Konzentration der Natronlauge kann zwischen 
10-20% varieren, die beste ist aber 15%. 

ce. o-Naphtol—Die Konzentration der Naphtollésung itbt 
gleich wie die Menge von Hypochloritlésung auf die Intensitat 
der Farbenreaktion einen deutlichen Einfluss aus, In folgendem 
wurden die Untersuchungen an einigen Hiweisskorpern angestellt, 
indem je 0,1, 0,15, 0,2 und 0,3 proz. o-Naphtollésung mit 
verschieden abgestuften Mengen von Hypochloritlosung dabei 
gebraucht wurden. Sonst wurden die Versuchsbedingungen ganz 
gleich wie oben erwaihnt gehalten. Die einzelnen Daten sind in 
der Tabelle 2. angegeben. Dort ist die relative Farbenintensitat 
verzeichnet, indem die beim Gebrauch von 0,15 proz. Naphtol- 
lésung beobachtete Firbung als 100 gesetzt und die ubrige damit 
yerglichen wurde. Obwohl die Farbenintensitat mit der Menge 
der Hypochloritl6sung zunimmt, so beginnt sie beim Mehrver- 
brauch der letzteren uber eine bestimmte Grenze hinaus wieder 
abzunehmen. Weil der Farbenton dabei zugleich etwas anders 
als fruher wird, was eine genaue kolorimetrische Vergleichung 
erschwert, so habe ich in der Tabelle nur den Grad der Farbung, 
soweit er uns die Vergleichung gestattet, angegeben und weitere - 
absteigende Zahlen weggelassen. 
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TABELLE II. 

Naphtol- Farbenintensitit : 43 

om 

EHiweissarten mae Menge der 0,3 n-Natriumhypochloritlésung ‘ 2 a 
0 As 

% | o8| 1,0| 1,2] 1,4| 1.6| 1,8| 2.0] 2.2/ 24) 26/98) 4° 4 

0,1 92| 95| 95 95 

sae 0,15 73| 98|100| 100 100 
ss 0,2 92|100| 101 | 101 101 
0,3 86| 96 | 103 | 103 103 

ioe 01 83| 92| 92 92 
Phaseolin ee we eae a 
0,2 95 | 100} 101 | 101 101 

0,3 83| 97| 103 | 103 103 

ee et kee ee eee ee ee 

Edestin 0,15 78] 89] 95] 100] 100 100 

C 

0,2 98 | 100 | 102 | 102 102 

03 87| 97/104) 104| 104 

0,1 90 90 

eens 0,15 100| 100 100 
ene 0,2 100| 101 | 101 101 
0,3 71| 93] 100 | 103 | 103. 103: 

0,1 86| 94] 9b 94 

ee 0,15 77| 88| 100] 100 100 
0,2 75| 90) 101] 101 101 

03 97 | 101 | 103 | 103 103 
0,1 75| 91| 91 91° 

Ovnipaun 0,15 69} 87|100| 100 100 
0,2 70| 88}101| 101 101 

0,3 89} 99] 103]103} 103 

0,1 96| 96 96 

ar 0.15 96 | 100 | 100 100 
02 83| 94| 102 | 102 102 

0,3 87 | 100] 103 | 103 103 

0,1 98| 98 98 

a 0,15 95 | 100 | 100 100 
0,2 82] 95] 102] 102 102 

0,3 78| 94| 103] 103 103 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, gibt 1 proz. Kiweiss- 
lésung mit 0,1 proz. Naphtollésung noch keine gentigend starke 
Reaktion, welche bei 0,15 proz. Naphtollésung erst erreicht wird. 
Obwohl weitere Konzentrationsteigerung der Naphtollosung eine 
Verstairkung der Farbenreaktion nach sich zieht, so ist die letztere 
so klein, dass sie in der Fehlergrenze der Methodik liegen kann. 
Dazu kommt noch der Umstand, dass das Gemisch von Naphtol 
und Alkali auch bei Abwesenheit von Hiweisskérper durch 
Hypochlorit schwach braunlich gefarbt wird und diese Verfiarbung 
mit der Konzentration der Naphtolldsung immer stdrker in 
Erscheinung tritt und die Kolorimetrie stark erschwert, so dass 
die letztere bei der Anstellung der Farbenreaktion médglichst 
klein genommen werden muss. 0,15 proz.: Naphtollosung soll 
also die passendste Konzentration sein. 

d. Hiweiss—Die Anwendung von einer stark verdiinnten 
Eiweissl6sung hat keinen Vorteil, weil eine gewisse Konzentra- 
tion von Hypochloritlosung auch dabei fir die Herbeifihrung 
der Farbenreaktion erforderlich ist und bei niedrigem Eiweiss- 
gehalt die Farbe weiter tiberoxydierend zersetzt wird. Deshalb 
habe ich bei meiner Untersuchung stets 1 proz. Hiweisslosung 
gebraucht. z 


Aus oben geschilderten Untersuchungsresultaten stellt sich 
heraus, dass das oben erwihnte Mengenverhiltniss der Reagenzien, 
nimlich 5 ccm 1 proz. Kiweisslosung, 2 ccm 15 proz. Alkalilésung, 
5 ccm 0,15 proz. Naphtoll6sung und die passende Menge von 
Hypochlorit fir die kolorimetrische Untersuchung meiner Farben- 
reaktion am geeignetesten ist. 

Hier sei erwiéhnt, dass die Stirke der Farbenreaktion bei 
0,5-2 proz. Eiweissgehalt parallel geht, wenn man die Konzentra- 
tion der Naphtollosung etwas verdndert, néimlich fiir 0,5 proz. 
Eiweisslosung 0,1 proz. Naphtollosung und ftr 2 proz. Eiweiss- 
lésung 0,25 proz. Naphtoll6sung anwendet. 

Ferner habe ich an einer Reihe Mischungen yon 1 proz. 
Eiweisslésung von verschiedenen Arten die Untersuchung aus- 
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gefuhrt, indem 5 ccm davon unter erwéhnten Versuchsbedingungen 
mit 2 ccm 15 proz. Alkalilésung, 5 cem 0,15 proz. Naphtollosung 
und erforderlicher Hypochloritlésung (s. Tabelle IIT) versetzt wurde. 
Andererseits wurde die Farbesreaktion auch an einzelner Eiweiss- 
loésung angestellt. Die Starke der Reaktionsfarbe der Edestinlosung 
wurde dabei als Massstab (=100) genommen und die der anderen 
Eiweisslosungen resp, ihrer Gemenge damit in Vergleich gestellt. 


TABELLE IIl. 


Farbenintensitéit der einzelnen Proteinlésung. 


Edestin 100 Oryzenin 66 
Gliadin 25 Phaseolin 38 
Glutenin 37 Serumalbumin 82 
Kasein 28 Serumglobulin 32 
Ovalbumin 44 Zein 21 


Farbenintensitat der Mischung 
von zwei verschiedenen Proteinl6sungen. 


Menge 

a Gefunden|Borechnet 

NaOCl 
2,5 com Sernmalbumin + 2.5 com Serumglobulin} 1,8-2,0 32 32 
2,5 com Kasein + 2,5 com Ovalbumin 11,8-2 0 37 36 
2.5 com Glutenin + 2,5 com Zein 1,8-2,0 30 29 
2,5 com Phaseolin + 2,5 com Gliadin 1,8-2,0 32 32 
2,5 com, Edestin + 2,5 com Oryzenin 2,2-2,4 3 83 
1,0 com Edestin + 4,0 com Phaseolin 2,1-2,3 49 ~50 
1,0 com Edestin + 4,0 cem Kasoin 1,9-2,1 40 42 


Wie die Tabelle zeigt, stimmen die experimentell gefundenen 
Farbenwerte der Gemenge von verschiedenen Eiweisslosungen stets 
mit den aus den Farbintensitiiten der einzelnen Eiweissl6sungen 
berechneten Werten ganz gut tiberein. Diese Tatsache deutet 
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darauf hin, dass die Reaktionsfarbe, welche unter gegebenen 
Versuchsbedingungen ermittelt wird, der Menge des im Hiweiss- 
kérper vorhandenen reagierbaren Arginins proportionai ist. Aber 
den Gehalt des Eiweisskorpers an reagierbarem Arginin kann 
man nicht durch direkte Vergleichung mit der Farbenintensitat 
einer Argininlésung mit bekannter Konzentration bestimmen, wie 
es unten genauer geschildert wird. Bei genauer Besichtigung 
meiner oben erwdhnten Untersuchungsresultate an mebhreren 
Eiweisskérpern war nicht zu verkennen, dass die Stiirke der 
Reaktionsfarbe mit dem Arginingehalt der Eiweisskérper im 
Zusammenhang steht. Nun habe ich unternommen, beide sys- 
tematisch miteinander zu vergleichen. Dabei ging ich so vor, 
dass ich die Untersuchung an 1 proz. Lésung verschiedener 
Eiweisskérper ausftthrte und die Starke der Reaktionsfarbe mit 
der der Hdestinl6sung in Vergleich stellte, indem die letztere 
dabei als 100 angenommen wurde. Die so ermittelten Werte 
wurden dann ftir gleiche Eiweiss-N-Menge umgerechnet, um mit 
dem Prozentsatz des Argininstickstoffes gegen Gesamteiweiss- 
stickstoff direkt vergleichbar gemacht werden zu koénnen, 

Weil die Angaben mebrerer Autoren am Arginingehalt des 
einzelnen LEiweisskérpers aber leider miteinander nicht gut 
tbereinstimmen, so habe ich selbst ihn auf chemische Weise 
nach van Slyke bestimmt, um wenigstens das relative Mengen- 
verhiltnis des in verschiedenen Eiweisskorpern enthaltenen Argininus 
richtig ermitteln zu kénnen. Die gefundenen Zahlen sind in 
folgender ‘Tabelle auch mit dem Arginingehalt des Edestins 
verglichen angegeben, indem der letztere dabei als 100 gesetzt 
wurde. Die einzelnen Daten sind in der Tabelle IV. tibersichtlich 
zusammengestellt. 
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TABELLL IV. 


N-Gehalt 


eBatre, | sist | EGS | eee, | Rage 
lésung Farbenzahl gehalt 

% % 
Edestin 100 0,1661 100,00 26,80 100,00 
Oryzenin 66 0,1502 72,98 18,81 70,20 
Glutinpepton 60 0,1563 63,77 17,29 64,51 
Ovovitellin 46 0,1306 58,53 15,11 56,39 
Galins 50 0,1470 56,50 15,20 56,71 
Fibrin 4.0 0.1237 53,73 13,91 51,90 
Ovalbumin 44 0,1411 51,81 || 12,71 47,42 
Phaseolin 38 0,1356 46,56 11,90 44,03 
Glutenin 37 0,1415 43,44 11,12 41,50 
Serumalbumin 32 0,1282 41,46 10,25 38,24 
Serumglobulin 32 0,1297 40,98 9,99 37,29 
Kasein 28 0,1265 36,77 8,39 31,29 
Gliadin 25 0,1470 28,25 _ 5,1E 19,06 
Zein 21 0,1400 24,91 4,00 14,93 


Wenn man die vierte und letzte Kolonne der Tabelle 
vergleichend beobachtet, so wird man sofort finden, dass die Werte 
von beiden im grossen und ganzen miteinander ubereinstimmen. 
Eine kleine Differenz wird hier als Untersuchungsfehler unver- 
meidlich sein. Es ist aber auffillig, dass die kolorimetrisch 
gefundenen Werte im allgemeinen und besonders bei argininarmen 
Eiweisskérpern hoher sind, als die mit der van Slykeschen 
Methode ermittelten. Besonders bei Gliadin und Zein ist der 
Unterschied zu gross, als dass man es als einen zufdlligen Befund 
ubersehen kann. Diese Erscheinung konnte wohl mit meinem 
Befunde im Zusammenhang stehen, dass die Farbenreaktu a bei 
einer reinen Argininlosung sehr schwach zustande kommt. Bei 
diesem Versuche habe ich eine Argininldsung gebraucht, welche 
durch Auflésen von 0,1414 g Argininnitrat (=0,1 g Arginin) in 100 
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ccm Wasser hergestellt wurde. Sie entspricht demnach der 1 
proz. Lésung eines Eiweisskérpers, der 109 Arginin enthalt. 
Setzt man nun voraus, dass das Eiweiss 17 % Gesamt-N hat, 
so macht sein Arginin-N 19 % des Gesamteiweiss-N aus. Weil 
dic Menge des Argininstickstoffs beim Edestin etwa 27 % 
des Gesamteiweissstickstoffs betrigt, so sollte die Stirke der 
Reaktionsfarbe dieses 10 % Arginin enthaltenden Hiweisskorpers 
rechnerisch 70 sein, wenn man die Reaktionsfarbe des Edestins 
als 100 setzt. Als ich aber 5 ccm dieser Lésung wie wtblich mit 
5 ecm 0,15 proz. o-Naphtollésung, 2 cem 15 proz. Alkalilosung 
und erforderlicher Menge 0,3 n-Hypochloritlésung (1,8-2,0 ccm) 
behandelte, konnte ich nur den Wert 40, also etwa 60 % der 
erwahnten Zahl, finden. Hier sei nur bemerkt, dass die bis zur 
Vollendung der Reaktion erforderliche Zeit bei Argininlosung 
etwas linger als bei Eiweisslésung ist. Somit wurden die 
Reagensglaschen mit Argininlésung in kaltem Wasser statt 40 
Minuten eine Stunde lang stehen gelassen. 

Am Ende méochte ich die Frage aufnehmen, woher die 
Erscheinung kommt, dass die Reaktionsfarbe bei reiner Arginin- 
lésung schwacher als erwartet zustande kommt und bei argininarmen 
Eiweisskorpern stirker in die Erscheinung tritt als bei arginin- 
reichen. Hier sei bemerkt, dass die rote Reaktionsfarbe, wie ich 
in vorstehender Arbeit mitteilte, durch weitere Einwirkung von 
Natriumhypochloritlésung wieder abblasst, was auf der Uber- 
oxydation des Farbstoffes beruht. Es scheint mir hdchst 
wahrscheinlich, dass bei der Anstelluog meiner Farbenreaktion 
yugleich auch leicht oxydable Atomgruppe im Eiweissmolekiil 
durch Hypochlorit oxydiert wird. Wenn man annimmt, dass 
solche Substanz gewissermassen das farbige Reaktionsprodukt vor 
der Uberoxydation schutzt, so scheint die oben erwahnte Tatsache 
leicht erklirlich zu sein. Weil zur Entstehung der Farbenreaktion 
stets eine gewisse Konzentration von Hypochlorit unentbehrlich 
ist, so muss man bei reiner Argininlésung eine anniihernd gleiche 
Menge von Hypochlorit anwenden, wie bei Eiweissléisung. Nun 
soll die Uberoxydation der farbigen Substanz dort stirker als hier 
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vorkommen, was folgart, dass die Farbenreaktion b2i reiner 
Argininlosung verhaltnismassig schwicher ausfallt, als bei Kiweiss- 
losung. Ob di» ‘atsache, dass bei der Farbenmethode der 
Arginingehalt des wenig Arginin enthaltenden EKiweisskérpers wie 
Gliadin. und Zein einen hdheren Wert gibt, nur durch dies3 
Schutzwirkung des Eiweisskérpers erklirbar ist, oder dabei auch 
ein Fehler in der Methodik vorliegt, darauf wollen wir hier nicht 
weiter eingehen. 

Wenn man die jetzt auseinande:gesetzten Sachverhaltnisse 
in Rechnung nimmt, so muss man aanehmen, dass bei allen 
Kiweisskoérp2rn die durch meine Farbenreaktjon kolorimetrisch 
bestimmte Argininmenge mit ihrem gesamten Arginingehalt fast 
vollkommen. tibereinstimmt. Es lasst sich daraus folgern, dass im 
Eiweisskérper befindliches Arginin im allgemeinen sdimtlich mit 
frei endendem Guanidinrest' versehen ist. ‘Die erwéhnte kolori- 
metrische Methode kann deshalb zur Bestimmung des Arginin- 
gehaltes des Hiweisskérpers, soweit meine Untersuchung es ergab, 
Gliadin und Zein ausgenommen, angewandt werden. 


ScHLuss. ; 

1. Zur Bestimmung des Arginingehaltes des Eiweisskérpers 
kann man eine kolorimetrische Methode anwenden, welche in 
dieser Arbeit mitgeteilt wurde. 

2. Die Argininmenge mit frei endendem Guanidinrest stimmt 
bei zahlreichen. von mir untersuchten Kiweisskdérpern fast vollkom- 
men mit ihrem gesamten Arginingehalt tberein. Es folgt daraus, 
dass der Guanidinrest des im Kiweisskérper vorhandenen Arginins 
im allgemeinen in freiem Zustande sich befindet. 
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UBER DEARGINOPROTEIN. 
Von 


SHOYO SAKAGUCHI. 
(Aus dem biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
zu Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kakiuchi.) 
(Eingegangen am 20. Miirz 1925) 


Bis jetzt gibt es viele Untersuchungen tiber die Einwirkung 
von Natriumhypochlorit resp. bromit auf Aminosduren oder 
Proteinstoffe. Aber die meisten Autoren haben ihre Arbeit beim 
Abschluss von freiem Alkali ausgefiithrt oder dabei den Einfluss 
von Alkali vernachlissigt. Nach Langheld (1909), der das 
Hypochlorit auf Aminoséure modglichst unter Vermeidung von 
freiem Alkali einwirken liess, soll zuerst Monochloraminosiure 
gebildet werden, welche demniichst Stickstoff abspaltend in Alde- 
hyd oder Ketone sich zersetzt. Die Umsetzung geht aber bei 
der Gegenwart von Alkali ganz anders vor sich. Schon vor zwei 
Dezennien hat J. Stuchetz\(1906) angegeben, dass die Aminosiure 
wie Glykokoll, Alanin, Leucin, Glutaminsaéure, Tyrosin, Lysin mit 
Bromlauge kein N-Gas entwickelt und nur das Arginin étwa ein 
Drittel davon abgibt. Das Stickstoffgas muss also hier nicht dem 
o-Aminostickstoff der gewohnlichen Aminosduren, sondern dem 
Guanidin-N des Arginins entstammen. Man muss also bei der 
Ausfiihrung meiner Eiweissfarbenreaktion, welche durch das Vor- 
handensein des Argininmolekuls und zwar des intakten Guani- 
dinrestes bedingt ist, den Uberschuss von Hypochloritlésung 
vermeiden, damit das Guanidin dadurch nicht zersetzt wird. 

Als ich das Eiweiss bei stark alkalischer Reaktion solange 
mit Natriumhypochlorit (resp. bromit) versetzte, bis meine Eiweiss- 
farbenreaktion negativ ausfiel, wollte ich untersuchen, wieweit 
eigene Peptidbindung im Proteinkérper noch erhalten bleibt. Ich 
fand davei einen Korper, der in schwach angesiuertem Wasser 
ganz unldslich ist und Argininfarbenreaktion nicht mehr gibt. 
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Diesen durch Desamidierung des Argininteils entstandenen Korper 
will ich Dearginoprotein nennen. ° 


I. DEARGINOKASEIN. 


Dearginokasein wurde in folgender Weise durch Einwirkung 
von Natriumhypochlorit auf Kasein dargestellt. 


Darstellung. 


50g Kasein wird zuerst mit Hilfe von wenig Alkali in 500 ccm 
Wasser geldst. Zu dieser Lésung figt man unter Hiskuhlung 
200 ccm 30 proz. Natronlauge und portionswejse soviel Natrium- 
hypochloritlésung, welche 6 proz. NaOCl in sich enthalt, bis die 
Flissigkeit meiner Farbenreaktion gegeniiber vollkommen negativ 
-ausfallt, indem man einen kleinen Teil davon mit Schwefel- 
_ sdure schwach ansduert und die dabei abgeschiedene Masse zur 
Untersuchung nimmt. Bei negativem Ausfall der Farbenreaktion 
wird weiterer Zusatz von Hypochlorit aufgehért. Dazu wird 
gewOohnlich 600 ccm Natriumhypochloritlésung gebraucht. Bei 
diesem Verfahren beobachtet man, dass die Kiweisslésung unter 
der starken Stickstoff- und Warmeentwicklung zuerst gallertartig 
und dann wieder fliissig wird. Der Zusatz von Ather oder Alkohol 
schiitzt vor Schaumbildung. Zunachst wird die Flissigkeit nach 
dem Zusatz von Natriumbisulfit mit 30 proz. Essigséure schwaech 
alkalisch oder neutral gemacht und einige Tage lang gegen Lei- 
tungswasser dialysiert. Das Dialysat wird dann mit Wasser vielfach 
verdiinnt und mit verdiinnter Schwefelsaure angesduert. Der dabei 
ausgefallte Niederschlag wird durch Ammoniak- oder. Alkalizusatz 
in Wasser gelost, um wieder mit Schwefelsdiure gefallt zu werden. 
Das Auflésen und die Fallung werden noch zweimal wiederholt. 
Endlich wird der Niederschlag mit Wasser bis zum Verschwinden 
der Sulfatreaktion gewaschen und danach in einem. Becherglase 
mit Ather zusammengemischt, wobei er allmahlich zusammen- 
ziehend Wasser abpresst. Die méglichst von Wasser befreite 
Substanz wird pulverisiert und an der Luft getrocknet. Die 
Ausbeute ist ungefiihr 6-79 des angewandten Kaseins. Das so 
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dargestellte Préparat bezeichne ich unten als Praparat A. 

Als ich dieses Praiparat, wie unten erwihnt, weiter mit einer 
grossen Menge von Hypochlorit behandelte, erhielt ich wieder 
einen Korper, der anscheinend, mit ihm identisch war. 

50g Prap. A wurden mit 500cem Wasser, 200ccm Natron- 
lauge (109) und 500ccem 6 proz. Natriumhypochloritlésung be- 
handelt und weiter wie bei Praip. A ausgefithrt. Auf diese Weise 
erhielt ich eine dem Priap. A dbnliche Substanz, welche ich unten 
als Praip. B bezeichne. Diese Ausbeute betrug dabei ungefahr 
1/3 des angewandten Materials. 

Eine dem Prap. A dahnliche Substanz kann auch bei der 
Anwendung von Natriumhypobromit dargestellt werden. Mit letz- 
terem Reagens dargestelltes Praiparat bezeichne ich unten als 
Prap. C. 


Zusammensetzung der einzelnen Priparate. 
Préparat A. 

0,9412 g¢ Substanz gaben beim Verbrennen 0,0019 g Riickstand, 
mithin 0,202% Asche. Ausserdem wurde die elementare Analyse 
an dieser Substanz ausgefihrt und die Resultate sind auf aschefreie 
Substanz berechnet. 


TABELLE I. 


Die elementare Zusammensetzung des Priparates A. 


ee eae hand nr s> | a 
%. % % 2% 6 26 a 
ts 52,13 | 6,26 
2. 51,80 | 6,49 
3. 13,90 
4. 13,80 
5. 0,05 
6. 0,45 
1. 2,14 
Mittel b1,97 | 6,38 | 1385 | 005 | 0,45 | 214 | 25,16 
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Préparat B. . 

1,1021 g Substanz gaben beim Verbrennen 0,0021 g Ruckstand, 
mithin 0,191% Asche. Die Untersuchungsresultate itber die 
elementare Zusammensetzung sind in folgender Tabelle angegeben. 


TABELLE IL 


Die elomentare Zusammensetzung des Priparates B, 


oe a C H N P S Cl O 
% % % % % % % 
1 51,86 | 6,25 
2. 51,70 | 8,18 
3. 13,84 
Pr 13,80 
5. 0,05 
6. 0,51 
a7 2:23 
Mittel 51,78 | 622 | 1382] 0,05 | 051 | %23 | 25,39 


Préparat C. 

1,1219 g Substanz gaben beim Verbrennen 0,0024 ¢ Rickstand, 
mithin 0,214 % Asche. Die Untersuchungsresultate tiber die ele- 
mentare Zusammensetzung sind in folgender Tabelle angegeben, 


TABELLE ILL 


. Die elementare Zusammensetzung-des Priparates:C. 


Nummer der re) H N P 


Untersuchung : Fes! agen ped 
ee es a 
ale 51,69 6,43 
nae 51,81 6,55 
3. 13,92 
4. 13,80 
5. 0,05 
6. 0,43 
7. 4,38 


e 
ec | ere pt |p a | pe | a 
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Aus den Tabellen ersieht man, dass die Zusammensetzung 
von Praparat A und B sehr dhnlich ist und auch das Praparat 
C nur dadurch sich von den beiden andern unterscheidet, dass es 
Brom statt Chlor enthalt. 


Higenschaften. 


Die 3 erwaéhnten Praparate besitzen miteinander analoge 
Eigenschaften. Dearginokasein stellt ein strohgelb gefarbtes Pul- 
ver dar, welches in Wasser schwer loslich und in absolutem 
Alkohl wie Ather unldslich ist. In frisch gefalltem Zustande lost 
es sich etwas in wasserhaltigem Alkohole. Die Substanz besitzt 
einen sauren Charakter und bildet mit Ammoniak, Alkali und 
Erdalkali in Wasser lésliche Salze. Diese Loésungen difundieren 
nicht durch das Membran und erzeugen mit den Schwermetallsalzen 
einen volumindsen Niederschlag. 

Was die Farbenreaktionen des Eiweissk6rpers anbetrifft, ver- 
halt die Substanz sich wie folgt: 

1. Biuretreaktion ist positiv, doch verfiirbt. 

2. Millonsche Reaktion. Mit diesem Reagens gibt sie 
einen weisslichen Niederschlag, welcher beim Kochen sehr wenig 
brdunlich sich farbt. 

3. Xanthoproteinreaktion. Sie wird beim Kochen mit Salpe- 
terzfiure schwach gelb, aber bei Zusatz von Ammoniak nicht 
orange. 

4. Adamkiewiczsche Reaktion sowie Hopkin-Colesche 
Reaktion sind vollig negativ. 

5. Paulysche Diazoreaktion ist positiv. 

6. Schwefelbleireaktion ist negativ. 

7. Reaktion von Molisch ist negativ. 

8. Meine Farbenreaktion ist fast negativ. 

Weil das vorliegende Protein von dem nattrlichen ziemlich 
stark verschieden zu sein scheint, so wird es eine interessante 
Frage sein, wie es durch Verdauungsfermente abgespalten wird. 
Ich habe also folgende Untersuchungen ausgefihrt. 

Pepsinverdaung, 0,5 g Dearginokasein (Priip. A.) wurden in 
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50 ccm-Messkolben mit 40 ccm Pepsinlésung (0,2 g¢ Pepsin in 
100cem 0,1 n-Salzséure) unter dem Toluolzusatz 5 Tage lang 
bei 37°C digeriert. Obwohl die Mischung inzwischen mehrmals 
geschiittelt wurde, so blieb das Protein grdésstenteils ungelést. 
Nachdem es bis zur Marke gefillt war, wurde die Flissigkeit 
abfiltriert und’*2 ccm davon zur Amino-N-Bestimmung nach Van 
Slyke gebraucht. Andererseits wurden 0,5:g Kasein als Kontrolle 
ganz gleich behandelt und ausserdem noch Amino-N-Menge von 
2cem verdimnter Pepsinl6sung, welche durch Verdtinnen von 
40 ccm originaler Losung zu 50ccm hergestellt wurde, ebenso 
bestimmt. (Tabelle IV.) i 

Trypsinverdauung. 0,5 g Dearginokasein (Prip. A) resp. als 
Kontrolle 0.5 g Kasein wurden in 50ccm—Messkolben mit 40 ccm 
Trypsinl6sung (0,1 g Pankreatin mit 0,5 g Soda in 100 com Wasser) 
unter dem Toluolzusatz 5 Tage lang bei 37°C verdaut. Mit dem 
Wasser bis zur Marke gefillt, wurde die Mischung filtriert und 
2ccm des Filtrates zur Bestimmurg von Amino-N genommen, 
(Tabelle TV.) 


TABELLE IV. < 


Pepsinverdnauung Trypsinverdauung 


Aus dem 
‘Untersu- 


Aus dem 


Amino-N | Amino-N | Untersu- | Amino-N | Amino-N 


in 2cem| in 2com | chungs- | in 2com]} in 2com| chungs- 

Verdan- | verdiinnt.| protein | Verdau- | verdiinnt.| protein 

ungsfliis- | Pepsin- | abstam- | ungsfitis- | Trypsin- | abstam- 

sigkeit lésung mender | sigkeit lésung mender 

Amino-N Amino-N 

“l~  mg. | mig” | amon | a ang rn eines moon 

Dearginokasein 0,322 0,266 6,056 0,619 0,190 0,429 
a 0330 |e 4, 0,064 O.619>: hav Aan 0,423 
Mittel 0,326 ” 0,060 0,616 5 0,426 
Kasein 0,611 Sp 0,345 1,248 “5 1,058 
ae 0,619 Pr 0,353 1,267 » 1,077 
Mittel 0,615 ” 0,349 1,258 5 1,068 
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Wie die Tabelle zeigt, ist die Aminostickstofimenge, welche 


aus der mit Pepsin resp. Trypsin verdauten Hiweissflissigkeit 


erhalten wird, beim Dearginokasein bedeutend geringer als beim 
Kasein. ; 


Basenbindungsvermogen. 


Wie bekannt verhalt sich das Kasein gegentiber den Alkalien 
wie eine Sdure. Nach Laqueur und Sackur (1902) ist das Basen- 
bindungsvermégen von 1 g Kasein 8,81 ccm n/10~Natronlauge. 
Dasjenige von Dearginokasein wird wohl noch groésser sein, weil 
der basisch reagierende Guanidinrest des Arginins bei dizsem 
fehlt. Um zu wissen, wie die Sache in Wirklichkeit sich verhalt, 
habe:-ich im folgenden Versuche das Basenbindungsvermogen 
dieses: ‘Proteink6rpers bestimmt. Dazu wurde ein Teil der frisch 
gefallten, gut ausgewaschenen Substanz in Wasser suspendiert und 
mit n/10—Baryt titriert, indem Phenolphtalein dabei als Indikator 


gebraucht wurde. Andererseits wurde der N-Gehalt der Suspension 


nach Kjeldahl ermittelt und daraus der Eiweissgehalt berechnet. 


TABELLE V. 
Erforderliche Menge 
Verbrauchte von n/10-Alkali 
N-Menge | n/10-Baryt- © |———_—_—_——_——___ 
lésung auflg N jauf 1g Hiweiss 
beréchnet berechnet 
g com com com 
1 0,0492 7,6 1645 | 21,40 
Priparat A. 2 © 0,0429 6.65%. 153,8 21,30 
3 0,0445 6.6 148,3 20,54 
Mittel 152,2 21,08 
1 “0,0271 4.4 162,4 22, 45 
Priparat B. 2 0,0286 4,6 160,8 22,19 
3 | | _0,0855 ~ 5,6 157,8 21,81 
Mittel 160,1 22,15 
1 0,0512 7,5 146,5 20,31 
Priparat C. 2 0,0276 4,2 152,2 21,10 
3 0,0474 7,2 151,6 21,01 


Mittel 150,1 20,81 
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Man ersieht aus der Tabelle, dass alle Praparate annaihernd 
eine gleiche Aciditét haben. Priparat Bist jedoch etwas starker 
als Praparat A und C. Vergleicht man nun diesen Wert mit dem 
von Laqueur und Sackur an Kasein erhaltenen, so wird man 
finden, dass dieser 2} mal grésser ist, als jener. 


N-Verteilung der charakteristischen 
Atomgruppen der hydrolytisch 
gespaltenen Produkte. 


Da Pradparat A, B und C anniahernd gleiche Eigenschaften 
und Zusammensetzung haben, so wollte ich ihre hydrolysierten 
Produkte naher vergleichend untersuchen. 

2,5g zu untersuchende Substanz wurden mit 30ccm einer 
20 proz. Salzsiure 24 Stunden gekocht und die N-Verteilung der 
charakteristischen Atomgruppe nach van Slyke untersucht. In 
folgender Tabelle ist eine Mittelzahl aus Doppelversuchen ange- 
geben. 


TABELLE VL. 
Priiparat A. Priparat B. Priiparat O. Kasein 
Total-N 0.3160 100°00 0,8060 | 10000. | 0,8085 eo ae 
Ammoniak-N 0,0664 | 21,02 | 0,0628 | 20,52 | 0,0627 | 20,30 | 10,27 
Melanin-N 0,0044} 1,39 | 0,0041| 1,34 | 0,0044/ 143 | 1,28 
aniaoey ae 0,0204| 645 | 0,0185| 6,05 | oo1s4| 5,95 | 1443 


PWS-Niederschlags. 
Nichtamino-N des | 

PWS-Niedersohlags. 0,0098 3,10 | 0,0091 2,97 | 0,0093 3,01 9,70 
Arginin-N 0,0088 2,79 | 0,0080 2,61 | 0,0079 2,56 7,41 
Monoamino-N 0,1721 | 54,45 | 0,1686 | 55,11 | 0,1722 | 55,81 55,81 


Niehtamino-N 0,0409 | 12,94 | 0,0411 | 13,43 | 0,0402 | 13,02 13 


Wie aus der Labelle ersichtlich ist, stimmen die Stickstoffwerte 
von drei Praiparaten miteinander ziemlich gut uberein, wdhrend 
sie von denen des Kaseins, besonders in Bezug auf Argininstickstoff 


ot Nett gg 
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wie auf Ammoniakstickstoff u.a., deutlich abweichen. Der Am- 
moniakstickstoff-Gehalt des Dearginokaseins ist ungefaéhr zweimal 
so gross als der des Kaseins. Deser Stickstoff soll bei natirlichen 
Proteinstoffen mit der Karboxylgruppe von gewisser Aminosdure 
sdureamidartig gebunden sein. Osborne, Leavenworth und 
Brautlecht (1908) betonen, dass die Menge von Ammoniak, das 
bei der Hydrolyse eines Proteinstoffes frei wird, zum Gehalt an 
Asparaginsdure und Glutaminsdure in Beziehung steht. Aber bei 
Dearginokasein muss | der Ammoniakstickstoff zum Teil anderen 
Ursprung haben, da die Dikarbonsiiure bei diesen nicht in grosserer 
Menge vorhanden ist, wie es im folgenden bezeichnet werden soll. 


Die bei der Hydrolyse entstehenden 
Aminosduren. 
Die Hydrolyse wurde teils durch Schwefelsiure, teils durch 
Salzsiure ausgefiihrt. Dazu wurde nur Priparat A angewandt. 
Hydrolyse mit Schwefelsiure. 


30 g Dearginokasein wurden mit 30 proz. Schwefelsiure 14 
Stunden lang gekocht und die Bestimmung der Diaminosdure nach 
Kossel ausgefihrt. 


TABELLE VIL. 


Cie % 
Gesamt-N 38,7510 100,00 
Histidinfraktion-N 0,0679 1,80 
Argininfraktion-N 0,0506 . 1,35 
Lysinfraktion-N 0,324.4 8,65 


Bei Histidinfraktion wurde die Paulysche Diazoreaktion 
merkwirdigerweise fast vermisst. Man kann also sagen, dass das 
intakte Histidin in dieser Fraktion fehlt. 

Argininfraktion. Obwohl diese Fraktion meiner Farbenreak- 
tion gegentiber nicht ganz negativ war, so muss ihre Menge 
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héchstens 0,05 oder 0,19 betragen, wenn man sie nach der 
Intensitat meiner Farbenreaktion mutmasst, Hieraus folgt, dass 
die oben auseinandergesetzte Stickstoffmenge der Histidin- und 
Argininfraktion keineswezs die echte Menge von den genannten 
Aminosduren angibt. 

Aus Lysinfraktion konnte ich 2,75 g Pikrat darstellen, woraus 
3,87% lLiysin sich berechnen lassen. _ 


Hydrolyse mit rauchender Salascure. 


300 g Dearginokasein wurden mit 3 fachen Vol. rauchender 
Salzsiiure 8 Stunden lang erhitzt. Im Hydrolysat bestimmten wir 
die einzelne Aminosiiure mit Hilfe der Fischerschen Ester- 
methode und folgende Aminosiiure waren isoliert und identifiziert 
worden: Alanin, Valin, Leucin, Prolin Asparaginsiure, Glutamin- 
sdure und Phenylalanin. Der Gehalt der einzelnen Aminosaure 
stimmte im grossen und ganzen mit dem von Fischer angegebenen 
uberein. 

Man wird ersehen, dass die in Kasein enthaltene Aminosdure 
grosstenteils noch in diesem Dearginokasein gefunden wird. Hier- 
aus kann man schliessen, dass das Dearginokasein ein unmittelbares 
Umwandlungsprodukt des urspringlichen Kaseins ist. Nur einige 
Aminosiiuren darin wie Arginin, Histidin, Tryptophan und Tyrosin, 
sind sehr stark angegriffen. 

Dearginoprotein kayn man auch aus anderen Proteinstoffen 
darstellen. Nur Dearginoglutin, das aus Gelatine durch Einwirkung 
von Natriumhypochlorit dargestellt wird, hat eine etwas andere 
Eigenschaft. Es wird aus seiner Lésung durch Ansiuerung mit 
Schwefelsdure nicht gefallt. Im folgenden will ich meine Unter- 
suchungsresultate wtber Dearginoedestin und Dearginoovalbumin 
mitteilen. 


II. DEARGINOEDESTIN. 


Darstellung. 


50g Edestin wurden mit 500 ccm Wasser, 200 cem 30 proz. 
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Natronlauge und 800 ccm 6 proz. Natriumhypochloritlésung ver-, 
setzt. Die Ausbeute war 5-7% des Ausgangsmaterials. 
Die Eigenschaften sind ganz dieselben wie bei Dearginokasein. 


ZAusammensetzung. 


0,9920 ¢ Substanz gaben beim Verbrennen 0,0021 ¢ Ruckstand, 
mithin 0,212% Asche. Die Untersuclungsresultate der Elementar- 
analyse, welche auf aschefreie Substanz berechnet wurde, sind in 
folgender Tabelle angegeben. 


TABELLE VIII. 


ce) H N Ss aera eae) 
pete | oe A % 5 % % 

The 50,46 6,39 

2. 50,72 6,60 

3 14,65 | 

4 14,85 | 

5. 0,75 

6. Gk 

Mittel 50,59 6,50 14,75 0,75 1,71 26,00 


Basenbindungsvermégen. 


Die Bestimmung wurde wie bei Dearginokasein ausgefthrt. 


TABELLE IX. 


oe oe Vorbrauchte n/10-Alkali 
had n/10-Barytlésung auf 1g N auf 1g Hiweiss 
aa Le eo) ee ae eone ere es. UL Dereobnet 

y com com. ccm, 

1. 0,0408 6,8 166,4 24,55 

2. 0,0396 6,7 169,2 24,96 

z 0,0375 61 162,7 23,94 

Mittel 166,1 24,48 
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N-Verteilung der charakteristischen Atomgruppen 
der hydrolytisch gespaltenen Produkte. 


Die Bestimmung wurde wie bei Dearginokasein ausgefiihrt. 


TABELLE X. 
Dearginoedestin Edestin 
gq “TAG % 
Total-N : 0,3014 100,00 100,00 
Ammoniak-N 0,0603 “20,00 9,99 
’ Melanin-N 0,0042 1,39 1,98 
Amino-N des. a 
PWS-Niedersoblags 0,0137 4,55 14,03 
’ Nichta 1 ino-N des 
PWS-Nicderschlags nes 4,74 — 
Arginin-N - 0,0072 2,39 27,05 
Monoamino-N 01705 56,53 47,55 
Nichtamino-N 0,0362 12,00 bY 


IIf. DEARGINOOVALBUMIN. 


Es wurde aus dem ammonsalzfreien, reinen Ovalbumin nach 
oben erwéhnter Weise dargestellt. 
Die Higenschaften sind dieselben wie bei Dearginokasein. 


Zusammensetzung, 


1,2021 g Substanz gaben beim Verbrennen 0,0026 g Riickstand, 
mithin 0,216% Asche. Das Resultat der Elementaranalyse ist 
tabellarisch verzeichnet. 


PABELLE XI. 
9) 3) N Ss Cl ) 
% % % % % % 
iL 50,43 6,39 
2. 50,39 6,5: 
cf 14,20 
A, 14,01 
5. 1,39 
6. 1,78 
Mittel 50,41 6,49 14,12 1,39 1,78 25,81 
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Basenbindungsvermégen. 


Die Bestimmung wurde wie bei den vorangehenden Versuchen 
ausgefthrt. 


TABELLE XII. 


Erforderliche Menge von 


N-Monge Verbrauchte mia: x 
n/10-Barytlosung auf lg N auf 1g EHiweiss 
berechnet berechnet 

Per WT gon fe. TL” ene ee 

1 0,0333 6,15 154,6 21,57 

2 0,0395 6,27 159,3 22,27 

3 0,0413 6,45 156,2 21,89 

Mittel 156,7 21,91 


N-Verteilung der charakteristischen 
Atomgruppen der hydrolytisch gespaltenen 
Produkte. 


Die Bestimmung wurde wie oben erwéhnt ausgefihrt. 


TABELLE XII. 


Dearginoovalbumin  __ Ovalbumin 
Total-N 0,3332 100/00 10000 
Ammoniak-N 0,0544 16,36 8,00 
Melanin-N 0,0072 2,16 1,53 
PWS Niedorschlags aeee ue 13,89 
Arginin-N 0,0095 . 2,85 12,27 
Monoamino-N 0,1883 62,74 58,95 


Nichtantino-N 0,0206 6,18 2,85 
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VI. ScHLUuss. 


1. Dearginoprotein wird durch Einwirkung von Natrium- 
hypochlorit auf den Proteinstoff bei Gegenwart von tberschiissigem 
freien Alkali dargestellt. Uberschuss von Hypochlorit scheint 
dabei auf seine Beschaffenheit und Zusammensetzung keinen 
Einfluss zu haben. 

2. Dearginoproteine, die aus Kasein, Ovalbumin, Kdestin u. 
a. dargestellt wurden, haben gemeinsame Eigenschaften. Charak- 
teristisch ist, dass sie in angesiuertem Wasser unléslich sind 
und die jedem Eiweissstoffe nicht fehlende Farbenreaktion, wie 
Biuretreaktion, meine Farbenreaktion etc. fast negativ ausfallen. 
Ausserdem werden diese Proteinstoffe durch Pepsin schwer und 
durch Trypsin etwas leichter verdaut. 

3. Die untersuchte Dearginoproteine haben folgende Zusam-_ 
mensetzung. 


Raa es eee ka es ee eee 
Dearginokasein 51,97 8 13,85 25,16 2,14 0,45 0,05 


6,3 
Dearginoedestin 50,59 6,50 13,75 27,40 aby! 0,75 
6,4 


Dearginoovalbumin| 50,41 49 | 14,11 | 25,86 | 1,78 | 1,35 


4. Das Basenbindungsvermégen der Dearginoproteine ist wie 
folgt : 
1g Protein verbraucht zum Neutralpunkt gegen Phenolphtalein 
_bei Dearginokasein 21,08 ccm n/10-Ba(OH),, 
bei Dearginoedestin 24,48 ccm n/10-Ba(OH),, 
bei Dearginoovalbumin 21,91 ccm n/10-Ba(OH),, 
5. Bei der Hydrolyse des Dearginokaseins wurden Alanin, 
Valin, Leucin, Prolin, Phenylalanin, Asparaginsiure, Glutaminsdure 
und Lysin nachgewiesen. 
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UBER DIE SPALTUNG DES PROTEINKORPERS 
DURCH ALKALI. 


Von 


SHOYO SAKAGUCHI. 


Aus dem biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 20. Mirz, 19235.) 


Das Arginin wird bekanntlich durch Alkali in Ornithin und 
Harnstoff gespalten. Kossel und Weiss (1909) haben gefunden, 
dass das Clupein bei der Behandlung mit Alkali einen protonartigen 
Korper gibt, welcher in seinem Molekiil Ornithin enthalt. Es 
scheint demnach sehr wahrscheinlich, dass schon bei gelinder 
Alkaliwirkung Harnstoff abgespalten wird, wahrend die dem 
Proteinstoffe eigenen Peptidbindungen dabei noch erhalten bleiben. 
Aber ein anderes Resultat wurde von denselben Forschern an 
Gelatine (1910) erhalten. Das Ornithin wurde hier nur in freiem 
Zustande, aber nicht in Peptiden von tiber Peptonstufe gefunden, 
wahrend in diesen das intakte Arginin nachgewiesen wurde. Die 
Frage, wie die tbrigen Eiweisskorper sich gegen Alkali verhalten, 
scheint mir von gewissem Interesse zu sein. Bei meiner Unter- 
suchung habe ich den Schwund meiner Argininreaktion, welche 
durch intaktes Guanidinmolekiil bedingt wird, als Merkmal davon 
genommen, dass das Argininmolekul im Pecisinkorpey vollstandig 
gespalten ist. 


I. 


Yuerst wollte ich untersuchen, ob die Zersetzbarkeit eines 
Eiweisskorpers durch Alkali mit den Eiweissarten stark von 
einander abweicht. Zu diesem Zwecke habe ich je 0,1 g Eiweiss- 
korper von verschiedenen Arten und 10 ccm n/5-Natronlauge in 
Reagensglaschen genommen und sie in einem kochenden Wasserbade 
unter der Glasglocke solange erhitzt, bis meine Argininreaktion, 
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welche halbstiindlich untersucht wurde, negativ ausfiel. Weil die 
Substanzen wie Schwefelwasserstoff etc., welche dabei als Spal- 
tungsprodukte des LEiweisskérpers stets entstehen, auf diese 
Farbenreaktion stOrend einwirken, so habe ich hier meine 
Farbenreaktion in folgender Weise abgedndert, um den schédlichen 
Einfluss der oben genannten Substanzen zu umgehen. Die in einem 
Spitzglas einer Zentrifuge entnommene Untersuchungsflissigkeit 
wurde zuerst mit Salzsiure und Phosphorwolframsdure versetzt 
und der so entstandene Niederschlag abzentrifugiert, mit Wasser 
einmal dekantiert, dann in verdiinnter Natronlauge aufgelost, um 
die Farbenreaktion daran anzustellen. 


TABELLE I. 

Biweiss- |Arginin- Farbenreaktion nach Erhitzungsdauer (Stunden) von 

arten on 3 3k 4 44 5 ba 6 | 6t{ 7 
Edestin 14,2 ) +++ [+++] +4++]4++4+]/ 44+] 44+ ]/+ [+] 
Fibrin 75 | ++ [tte] tee] e+ | ty ++ [| ee 
Gelatine 9,2 ++ ak de + = 
Gliadin 30°} +++ [t+] ++ |] 44 | ee | ee | Pe ee 
Glutenin 47 | +++ [+++] +++]4+4+4+] 44+], 44+) 4+]}, 4+] 
Kasein 38 | b++ [ttt +++ [tte] ++] te] ty] t+] st 
Ovalbumin | 49 | +++ |+++/+++]++4+/4+4+]4+]4+/+/2+ 
Phaseolin 49 | +++ [+++] 4+4+4+]/4+4+4] 44+] 4+] 4+]4+],2 
Vitellin 74 | +++ [+++] +++] +++] 44+] ++] 4+] 4+] 


Aus der Tabelle ersieht man, dass die Argininreaktion bei 
der: Gelatine schon nach etwa 5 Stunden ganz verschwindet, 
wahrend sie bei alleneanderen Proteinstoffen erst nach 7 Stunden 
verloren geht. Wie soll man sich diese Sonderstellung der 
_Gelatine erkliren? Der oben erwahnte Befund von Kossel und 
Weiss, dass bei der Behandlung der Ge'atine mit Alkali das 
intakte Argininmolekiil nur in Peptiden und nicht in freiem 
Zustande beobachtet wird, wahrend das Ornithin im Gegenteil 
nur in freiem Zustande und nicht in Peptiden vorkommt, lasst 
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uns vermuten, dass das Arginin dabei zuerst von den Gelatin- 
molektilen aus abgesprengt und dann weiter in Ornithin und 
Harnstoff sich zersetzt, oder dass diese Zersetzung des Arginin- 
molekils mit der Abspaltung desselben von der Gelatine 
gleichzeitig vonstatten geht. Die erste Vermutung setzt yoraus, 
dass das Argininmolekiil in freiem Zustande durch A!kali leichter 
zersetzbar ist, als bei dem in einem Eiweissmolekiil gebundenen. 
Um kennen zu lernen, ob diese Voraussetzung richtig ist, habe 
ich 0,05 g Argininnitrat unter dem Zusatz von 10 cem n/5-Natron- 
lauge ganz gleich behandelt-wie bei dem vorangehenden Versuche. 
Hier sei bemerkt, dass die Menge des Arginins, welche in 0,1 g 
des von mir zur Untersuchung genommenen Fiweisskérpers 
enthalten ist, mit der Ausnahme von Edestin stets kleiner war 
als 0,01 g. ae 

Das Arginin wurde hier innerhalb von drei Stunden zersetzt, 
also weit schneller als das intraprotein gebundene. 

Zunichst habe ich die Wirkung des Alkalis auf das Arginin 
untersucht, welches in einem Abbauprodukte des Eiweisskérpers: 
enthalten ist. Zu diesem Zwecke habe ich verschiedene Arten 
Eiweissk6rper durch Pepsin oder Trypsin verdaut. oder durch 
Saure gespalten und dessen Produkt mit Alkali behandelt. Die 
Spaltung des Eiweisskérpers wurde dabei so ausgefthrt, indem je 
2 g Eiweiss durch Verdauungsfliissigkeit, welche aus 0,1 g Pepsin 
und 90 cem n/10-Salzsiure resp. aus 0,1 g Pankreatin und 90 
eem 0,4 proz. Sodalésung besteht, bei 37°C unter dem Zusatz von 
Toluol bei Pepsinverdauung vier Tage und bei Trypsinverdauung 
zwei Wochen lang digeriert wurde oder mit 30 ecm 20 proz, 
Salzsiure 24 Stunden lang gekocht und dann der unter dem. 
verminderten Druck bis zur Trockenheit abgedampfte Riickstand 
mit Wasser aufgenommen wurde. Jedes Spaltungsprodukt wurde 
neutralisiert und in einem Messkolben auf 100 ccm gefillt. Um 
yuerst zu sehen, in welehem Grade der Eiweisskérper dabei 
gespalten ist, wurde der Aminostickstoffgehalt an dem Filtrat 
des Spaltungsproduktes nach Van Slyke bestimmt. Wenn man 
die Aminostickstoffmerige in dem Produkte der Saurespaltung als 
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100 setzt, so ist sie in den durch Pepsin und Trypsin verdauten 
Massen wie folgt. 


TABELLE II. 
Pepsin Trypsin Salzsiure 
% % es 
Fibrin 18,81 69,98 100,00 
Gelatine 10,25 50,11 100,00 
Casein 4 en 61,52 100,00 
Ovalbumin 20,80 €3,21 100,00 


5 cem der oben erwadhnten Flussigkeit, welche das Spaltungs- 
produkt von 0,1 g Eiweisskorper in sich halt, wurde mit 5 cem 
2/5n-Natronlauge und andererseits als Kontrolle 0,1 g Pepton 
(Pepsinfibrinpepton von Siegfried 1903) mit 10 ecm n/5-Natron- 
lauge versetzt. Beide wurden in einem Wasserbade auf 100° C 
erhitzt, indem die Farbenreaktion des Arginins dabei halbstiindlich 


untersucht wurde. 
: TABELLE IIL. 


Farbenreaktion nach Erhitzungsdauer (Stunden) von 
i ek ee ee ae (CY 


Eiweissarten 


2 | Gelatine t+] + | +) + 

23 | Fibrin H+tlpt+l[+++i[444+] ++] 44+] 4 + [+ 
4% Kasein cbse ch ech tes cee ae et ee 
A Ovalbumin [+++/+++)/++4++/++4] ++] +4] 4+ + 
Pepsinfibrinpepton jJ+++)+t+t]+++i/+++) ++) 44+] + ae St 
Z. Gelatine + + + i 
He Fibrin + + + 

ae Kassin + + a5 

Z Ovalbumin | + | + | + 

o ; Vemma) GRmrTNOINIEEN Rn Ga a 
g- Gelatine + -b 

a5 Fibrin + + 

ay Kasein. + + 

z Ovalbumin + + 


Sy 
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Wie die Tabelle zeigt, verschwand die Argininreaktion bei 
Produkten von Siiurespaltung am schnellsten. Demniichst kommt 
die mit Trypsin verdaute Masse, wihrend das Produkt der 
Pepsinverdauung und das Pepsinfibrinpepton am spatesten die 
Argininreaktion verliert, so dass die dazu in Anspruch genommene 
Zeit fast gleich ist, wie bei genuinen Eiweisskérper. Wie bekannt 
und wie auch die Tabelle 2 zeigt, wird der Hiweisskérper durch 
Siiure am tiefsten, weniger durch Trypsin und am geringsten durch 
Pepsin gespalten. Bei dieser Sachlage liegt der Gedanke nahe, 
dass die Spaltbarkeit des in einem Peptide enthaltenen Arginin- 
molekiils durch Alkali yon der Molekulargrésse der betreffenden 
Peptiden abhingt. Je kleiner die Peptide sind, desto leichter 
scheint das Argininmolekil darin durch Alkali gespalten zu werden. 

Die Erscheinung, dass das Arzininmolekiil in der Gelatine 
durch Alkali leichter angegriffen wird als bei Peptonen, deutet 
darauf hin, dass die Gelatine durch Alkali besonders in feineren 
Bruchstticken als bei anderen Eiweisskérpern zerspalten wird, so 
dass dabei das Arginin in freiem Zustande oder dass arginin- 
haltiges, kleinmolekulares Peptid entsteht, was die Zugdnglichkeit 
der Alkaliwirkung auf Argininmolekiil erleichtert. Um zu sehen, 
ob diese Vermutung richtig ist, habe ich den Gesamtstickstoff, 
den Aminostickstoff und den Phosphorwolframsiure  fillbaren 
Stickstoff an den Spaltungsprodukten bestimmt, welche durch 
Erhitzung yon 0,1 g Gelatine resp. anderer Ejiweissk6rper mit 
10 ccm n/5-Natronlauge erhalten wurde. Hier sei bemerkt, dass 
Gelatine dabei mit Alkali fiinf Stunden und andere Eiweisskérper 
sieben Stunden lang erhitzt wurden. Einzelne Daten sind in 
folgender Tabelle wiedergegeben. 
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Erhit- 

Gesamt-N Amino-N PWS-fallbarer N| zungs- 

dauer 

mg % mg We mg % Std. 

Edestin 13,8 100,0 4,8 34,8 9,6 69,6 a 
Fibrin 11,5 . 435 | 37,8 | 8,2 713 7 
Gelatine 13,3 re 5 95 44,7 4,95 37,2 5 
Glutenin 12,7 2 395 | 310 | 865 | 68,1 7 
Gliadin 11,8 x 3,65 | 30,9 | 87 73,7 7 
Kasein 11,0 3 315 | 286 | 84 76,4 7 
Ovalbumin 12,5 “5 3,85 30,8 9,15 73,2 1b 
Phaseolin 12,8 % 3.75 | 29,3 | 8,65 67,6 7 
Vitellin 11,7 ~ 3,65 | 31,2 8,75 74,8 7 


Aus der Tabelle ersieht man, dass bei der Gelatine der 
Aminostickstoffgehalt des Spaltungsproduktes grésser und der 
durch Phosphorwolframsdure fillbare Stickstoff kleiner ist, als 
bei anderen Hiweisskérpern. 

Zunichst sei meine Untersuchung an Salmin mitgeteilt. Weil 
das Salmin ein dem Clupein sehr nahes Protamin darstellt, so 
liegt der Gedanke ganz nahe, dass jenes gegen Alkali wie dieses 
sich verhalt und leicht den Harnstoff des Argininteiis abspaltet. 

Als ich 0,1 g Salminsulfat mit 10 ccm n/5-Natronlauge wie 
erwihnt behandelte, habe ich gefunden, dass die Argininreaktion 
schon nach 5 Stunden ganz vermisst wurde. Das Salmin reagiert 
also nicht wie ein gewoéhnlicher Hiweisskorper, sondern wie die 
Gelatine. 


ik 


Bei weiterer Untersuchung an den durch Alkali gespaltenen 
Kiweissabkémmlingen habe ich gefunden, dass diese wesentlich 
aus zwel Fraktionen bestehen. Die eine davon wird durch die 
Ansduerung der Spaltungsfliissigkeit mit Schwefelsiure und die 
aweite durch die Sdttigung mit Ammonsulfat gefillt, wie es bei 


oe 
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der Albumose der Fall ist. Dagegen war die dem Pepton 
entsprechende Fraktion in dem Spaltungsprodukt des gewohnlichen 
Eiweissk6rpers sehr gering, wihrend sie bei der Gelatine als 
wesentliches Spaltungsprodukt gebildet wird. Die durch Sdure 
fallbare Substanz erinnert an die von Paal (1902) gefundene 
Protalbinséure. Aber die Protalbinséure gibt meine Farben- 
reaktion sehr deutlich. 

Im folgenden habe ich diese Ape Sdure fallbare Substanz 
eingehend unte:sucht. Unter der Vorraussetzung, dass die Guanidin- 
gruppe im Proteinmolekil vollstindig gespalten ist, habe ich 
diese Substanz ,,Deguanidoprotein” genannt. Die Deguanidopro- 
teine, die aus gewodhnlichem Proteinkérper dargestellt werden, 
haben gemeinsame Eigenschaften. Als ein Beispiel davon will 
ich uber das aus Kasein dargestellte Deguanidoprotein, néimlich 
»,Deguanidokasein”’, genaueres mitteilen. 


‘DEGUANIDOKASEIN. 
Darstellung. 


1 kg Kasein wurde in einer Blechbichse mit 5 Liter 
Normalnatronlauge durchgemischt und in einem Dampfkessel 
unter hdufiger Umrthrung solange erhitzt, bis die Flussigkeit 
meine Eiweissfarbenreaktion nicht mehr ergab. Es dauerte 
ungefahr 20 Stunden. Siiuert: man nun diese alkalische Flussig- 
keit mit verdiinnter Schwefelsiure stark an, so scheidet sich 
Deguanidokasein im Klumpen ab. Dieser Niederschlag wurde 
durch Umlésen und Unmfillen gereinigt und zur weiteren Reinigung 
in moglichst kleiner Menge von warmem, verdinnten  Alkohol 
(70%) gelést. Zuletzt wurde der Eiweisskérper durch Zusatz 
von absolutem Alkohol und Ather wieder gefallt und ‘der filtrierte 
Niederschlag mit Ather gut gewaschen, dann getrocknet: Das 
so dargestellte Priparat enthielt 10,75 % N. Die Ausbeute von 
Rohprodukt betrug ungeféhr 10% des angewandten Materials. 

Die Erhitzungsdauer ist allerdings bei verschiedenen Protein- 
kérpern verschieden. Auch das -Mengenverhiltnis von Eiweiss 
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und Alkali soll je nach den Eiweisskérpern verschieden sein, wie 
z.B. beim Edestin ist es ratsam, statt 5 Liter presi hasmeors vee 
6 Liter davon auf 1 Kg Eiweiss zu nehmen. 

Die Deguanidoproteine aus Kasein, Ovalbumin, Edestin u.a. 
stellen ein amorphes Pulver dar, welches in mit Schwefelsdure 
angesduertem Wasser schwer, in absolutem Alkohol und Ather 
fast nicht, aber im warmen, verduinnten Alkohol ziemlich leicht 
léslich ist. Die Farbenreaktion, nimlich Biuretreaktion, Millon- 
sche Reaktion, Paulysche Diazoreaktion, Reaktion von Adam- 
kiewicz-Hopkins sind positiv, dagegen Schwefelbleireaktion 
und meine Farbenreaktion negativ. 

Nach seiner Beschaffenheit muss das Deguanidoprotein ein 
Eiweissderivat sein, das der Muttersubstanz sehr nahe steht. Es 
schien mir also notwendig, den konstitutionellen Unterschied 
zwischen Deguanidokasein und Kasein klar zu machen, Zu diesem 
Zwecke habe ich die Hydrolyse des Deguanidokaseins ausgefihrt 
und dessen Produkte mit den des Kaseins vergleichend untersucht. 


Hydrolyse durch Schwefelséure. 


50 g Deguanidokasein wurden mit 150 g Schwefelsiiure und 
300 g Wasser 14 Stunden lang missig gekocht und das Hydrolysat 
nach Kossel kLearbeitet. 


TABELLE V. 

Deguanidokaseiu } Kasein* 

g 6 % 

Gesamt-N §,1250 100,00 100,00 
Melanin-N 0,0979 1,91 1,28 
Ammoniak-N | 0 0277 0,54 10,27 
Histidin-N 0,1015 1,98 6,21 
Arginin-N | 0,0334 0,75 7,41 
Lysin-N | 0,4615 9,01 10,31 


* Van Slyke, J. of biol. Chom. 16, 531 (1913-14). 
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Ammoniakstickstoff wurde bei diesem Proteinstoffe sehr wenig 
gefunden, wihrend er bei Kasein tiber 10 % betragt. 

Das Filtrat der von Ammoniak befreiten Flissigkeit wurde 
nach Neutralisation eingeengt und zwei Tage an einem kiihlen Ort 
stehen gelassen. Dabei hatte sich 2,31 g Tyrosin ausgeschieden, 
das nach Umkristallisation folgenden Wert gab. 

0,1854 g Substanz verbrauchten bei der Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl 10,3 ccm n/10-Schwefelsaure. 


Berechnet fiir C,H,,NO, : Gefunden : 
7,13 % N 7,78 9% N 


EMistidin-Fraktion. Diese Fraktion gab deutliche Paulysche 
Diazoreaktion. "Wenn man aus dem Stickstoffgehalt dieser Fraktion 
Histidinmenge berechnet, so betrigt es 1,12 %. 

Arginin-Fraktion. Diese Fraktion gab nicht nur meine 
Argininreaktion, sondern auch Diazoreaktion. Wenn man. aus '' 
der Farbenintensitét der Argininreaktion den Arginingehalt dieses 
Proteinkérpers vermutet, so scheint es nicht 0,05 % zu tber- 
schreiten. 

Lysin-Fraktion. Tysin wurde als Pikrat abgeschieden und - 
identifiziert. Hier wurden 3,35 g Lysinpikrat erhalten. Die 
Analyse dieser Substanz gab folgenden Wert. 

0,3991 g Substanz gaben 1,445 g Pikrinsiure. 


Berechnet g fiir C,H,,N,0,.C,H.(NO.), OH: Gefunden : 
61,05 % Pikrinsiure 61,27 °F Pikrinsiiure 


Berechnet man nun den Lysingehalt dieses Proteins aus der 
N-Menge dieser Fraktion, andererseits aus Lysinpikrat, so erhalt 
man 4,81 % resp. 2,61 9. Dieser Unterschied beruhte wohl vor 
allem darauf, dass Ormithin dieser Fraktion beigemengt ist. 


Hydrolyse durch Salasiure. 


300 g Deguanidokasein wurden mit 3facher Menge von 
rauchender Salzsiure 8 Stunden lang erhitzt und die einzelne 
Aminosiiure nach der Fischerschen Estermethode bestimmt. 

Es wurde isoliert 4,5 g Alanin, 12,1 g Aminovaleriansiure, 
32,1 g Leucin, 10,8 g Prolin (ungefiibr drei Viertel davon war 


163°.) S. Sakaguchi: 


razemische Form), 9,6 g Phenylalanin, 3,0 g Asparaginsiure und 
86,2 g Glutaminsaure. 

3 In folgender Tabelle ist die Menge der in den Spaltungs- 
produkten dieses Protein gefundenen Aminosduren in der Pro- 
ventzahl angegeben. 


TABELLE VI. 
% 

Alanin 3,5 
Aminovaleriansiure 4,0 
Leucin 10,7 
Prolin 3,6 
Asparaginsdure — 1,0 
Glutaminsiure 12,1 
Tyrosin 4,6 
Lysin 2, 

Phenylalanin | 3,2 

ScHLUSS. 


1. Der Guanidinrest des Arginins im Proteinmolekul wird 


durch Alkali schwerer abgespalten, als das im freien Zustande. 

2. Das Arginin in der Gelatine ist der Alkaliwirkung zu- 
ganglicher, als das in anderen Proteinkérpern. Dies kénnte wohl 
seinen Grund darin haben, dass die Gelatine bei der Alkaliwirkung 
in Peptide von kleineren Molekiilen zerfallt oder leichter das 
Argiminin in freiem Zustande abspaltet. Dies bleibt natirlich 
nur eine Vermutung. 

3. Der Quanidinrest des Arginins im Proteinkérper einiger 
Arten kann durch Alkaliwirkung vollstiindig abgespalten werden, 
wihrend die dem Proteinstoffe eigenen Peptidbindungen noch 
erhalten bleiben. 

4. Deguanidoproteine, die aus Kasein, Ovalbumin, Edestin 
u.a. dargestellt werden, haben gemeinsame Kigenschaften. Char- 
akteristisch ist, dass sie meine Hypochloriteiweissfarbenreaktion 
nicht gibt, wihrend andere Farbenreaktionen meist positiv ausfallen. 


en 
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UBER SYNTHESE UND ABBAU DER PHOSPHATIDE 
IM TIERKORPER. ’ 


Von 


KOKICHI KOIZUMI. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Sitdmandschurischen 
Medizinschule, Mukden. Direktor : Prof. Dr. 8S. Iwano.) 
(Hingegangen am 25. April 1925.) 


EINLEITUNG. 


Uber den Stoffwechsel des Lezithins liegen viele Berichte 
vor, doch weiss man wenig Sicheres tiber den Sitz und die Weise 
der Lezithinbildung und ebensowenig iiber den Abbau desselben 
im Tierkorper. Hier soll nun die Literatur iiber Lezithin, und 
zwar nach Synthese und Abbau gesondert, behandelt werden. 

In Hinsicht auf die Synthese scheint sicher zu sein, dass ‘sich 
das Lezithin im Organismus unabhiangig von der aufgenommenen 
Nahrung bildet. Das zeigten schon friher die Versuche von 
Rohmann, bei denen junge Miuse bei Jezithinfreier Nahrung 
dauernd gut gediehen. Henriqwes und Hansen zeigten das 
auch an den Jodzahlen yon Hilezithin und gefiitterten Fetten nach 
der Fiitterung der Henne mit Animalél und Hanfsamen, bei denen 
die Fettsiureradikale des Hilezithins ziemlich konstant sind und 
unabhingig yon den Futterdlen, trotzdemi die Ole das Ei erreichten. 
Nach Fingerling nahmen die Enten, denen er durch lange 
Zeitriume hindurch Phosphor ausschliesslich in anorganischer Form 
zugefubrt hatte, an Gewicht wu.\ :Auch liess sich eine wesentliche: 
Zunahme des Gewichtes der Eier und deren Gehalt an Lezithin 
und Nukleinphosphor erkennen gegentiber den Eiern der yur 
Kontrolle mit organischem Phosphor geftitterten Enten. Er schloss 
daraus, dass die Synthese der organischen Phosphorverbindungen 
im Tierkérper nicht nur aus abgebauten organischen,.sondern auch 
anorzanischen Phosphorverbindungen moglich ist. Ausserdem bo- 
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richtete McCollum auch tiber Synthese von Lezithin bei Hennen, 
die monatelang mit einem Gemisch von mit Ather behandeltem 
Milchpulver und Reis gefiittert und deren Eidotter auf Lezithin 
und Kephalin untersucht worden waren. Er wies nach, dass die 
Henne imstande ist, Lezithin aus fett-und lezithinfreien Substanzen 
aufzubauen. 

Verschiedentlich ist auch die Zunxhme des Lezithins im Blut 
bei Fettresorption nachgewiesen worden. Die Zunahme des Lezi- 
thins mit Fett und Cholesterin im Blut wies Reicher bei 
Fettresorption im Hunde nach, ebenso Bang die Zunahme des 
Lezithins unter gleichen Bedingungen. Bloor zeigte auch Lezi- 
thin- und: Fettzunahme im Blut in allen Fallen des lipimischen 
Versuches mit Olivendl beim Hunde, in denen die Lezithin- 
zunahm parallel war mit der Fettzunahme im Blut; oft trat dabei 
der Beginn der ersteren spiiter ein als der der letzteren. Er teilte 
auch mit, dass die Mengenzunahme yon Lezithin und Fett im 
Blutkorperchen grésser ist als die von Blutplasma und dass das 
Verhiltnis beider Zunahmen im Blutkérperchen gleich ist. Er 
nahm an, dass die Blutkdérperchen das Fett aus dem Blutplasma 
entnehmen und es in Lezithin verwandeln. Knuden arbeitete anf 
demselben Gebiete wie Bloor und kam zt denselben Ergebnissen 
und Annahmen, aber spiiter dinderts Bloor seine Ansicht tber 
seinen Versuch, dass die Blutkérperchen eine Rolle beim Lezithin- 
und Fettstoffwechsel spielen. 

Aber aus keiner der obigen Mitteilungen erhellt, wo im Koérper 
bei lezithinfreier Nahrung Lecithin sich bildet und auch in Blut 
bei Fettresorption zunimmt, so muss man allgemein unter den 
Organen einerseits Leber, Lunge u.s. w., andererseits den Darm- 
kanal als Stelle der Synthese in Betracht ziehen. Uber die Leber 
teilte Leathes mit, dass sie Nahrungsfett in organisiertes Fett 
umwandle, wobei sich auch Phosphorverbindungen der Lipoide 
bildeten ; Reicher bemerkte auch eine bedeutende Vermehrung 
von Lezithin und Cholesterin bei der Durchblutung der iber- 
lebenden Leber durch Trioleinzusatz, und er nahm an, dass die 
physiologische Verbrennung des Fettes tiberhaupt erst durch die 
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Bindungsform im I.ezithin erméglicht werde. 

Ausser der Leber denkt man an die Méglichkeit des Lezithin- 
und Fettstoffwechsels in der Lunge wegen ihrer besonderen 
anatomischen Verhdltnisse. Sobald der grésste Teil des absor- 
bierten Fettes durch den Ductus thoracicus in die Blutzirkulation 
ubergeht, geht das Fett zuerst in die Lunge, verschwindet sehr 
schnell und halt Fett, Lezithin und Cholesterin in Blut in immer 
gleichem Verhiltnisse. Es ist nicht unméglich, dass tiberschiissiges 
Fett sich in der Lunge verdndere. Roger und Binet beschrieben 
den Unterschied der Fettmenge zwischen dem Blut aus der rechten 
Herzkammer und dem Arterienblut. Es kann sein, dass die Lunge 
die Fiahigkeit zur Lipohexie von dem zirkulierenden Fett erhilt. 

Hinsichtlich der Lezithinsynthese in der Darmschleimhaut 
berichtete Bloor bereits von der Méglichkeit, dass der Darmkanal 
Lezithin aus Fett bilde, und damit begrindete er die Zunahme 
des Lezithins im Blut bei seiner Untersuchung der Nahrungslipimie 
des Hundes durch Olivenél. Aber er meinte spiiter, beide Zunah- 
men mussten parallel gehen, wenn Neutralfett und Lezithin aus 
den absorbierten Fettsiuren entstinden, in der Tat ligen die 
Verhiltnisse jedoch anders, weil die Zunahme des Lezithins spdter 
eintrete und linger dauere als die des Fettes; deswegen sei es 
moglich, dass die Lezithinbildung durch neu entstandene Reizung 
des Fettes an einer anderen Stelle hervorgerufen werde. 

In jiingster Zeit schrieb M ori, dass die Zunahme des Lezithins 
im Harn von Chyluriekranken auftrete, wenn Fett und Lezithin 
dem Kranken zugefihrt werden, und dabei sich die Zunahme des 
Lezithins gegen die des Fettes nicht verspite; damit scheine ihm 
die Lezithinbildung in der Darmschleimhaut bewiesen zu sein» 
und er nahm eine weitere Lezithinsynthese in der Lunge an. 

Mitteilungen tiber den Lezithinabbau im Gewebe sind sehr 
spirlich. Auf der Wirkung der Lezithinase fihrten Ré6hmann 
und Weigert die Abnahme der dtherléslichen Substanzen bei 
Autolyse von roten Blutkérperchen zurtick. Salkowski bemerkte 
die Abnahme von Jekorin und die Zunahme von Phosphor bei 
der Autolyse des der Leber zugefiihrten Jekorinversuches und 
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wies Cholin bei Autolyse nach. Aldo Patta schloss aus seinen 
Versuchen, dass Trimethylamin im Harn keine sichere Auskunft 
iiber den Abbau des Gezithins und des Cholins zu geben vermag. 

Auf die vorstehenden Mitteilungen Bezug nehmend habe ich 
mich mit den Untersuchungen in Hinblick auf die folgenden 
Punkte beschiaftigt : 

1) Die Funktion des Darmepithels beziiglich der Synthese 
der Phosphatide. 

2) Die Eigenschaften der vorkommenden Phosphatide bei 
Fettresorption. 

3) Die Verhaltnisse der Lezithinbildung in Organen bei 
Fettresorption. 

4) Schicksal des in die Vene eingefthrten Lezithins. 

Die Versuche sind begonnen unabhéngig von der kiurzlich 
erschienenen Arbeit von Mori, und ich gewann, abweichend von 
ihm, bei meinem Versuche iiber Synthese der Phosphatide in der 
Darmschleimhaut den Chylus direkt aus dem Ductus thoracicus. 


VERSUCHEMETHODE. 


Bei allen ‘Tierversuchen wurde der Hund verwandt. Dem 
Versuche ging ein vierundzwanzigstiindiges Fasten voran. 

A, Methode zur Untersuchung der Synthese der Phosphatide in 
der Darmschleimhaut. 

Bei der Operation des Hundes wurde nach Injektion von 
Pantopon und unter leichter Athernarkose zuerst im Halsteil ein 
Kinschnitt gemacht. Dann wurde Ductus thoracicus freigelegt, 
eine metallene Kaniile wie in Figur eingefithrt und mittelst der 
mit der Kaniile verbundenen Biirette gesattigte Magnesiumsulfat- 
lésung eingeflésst, um die Koagulation der Lymphe zu verhuten. 

Die Kaniile besteht aus einem inneren und einem dusseren 
Kanadlchen von ungefihr 4cm. Liinge. Das innere Kandlchen ist 
eine Injektionsnadel; dieses ist durch eine Schraube am oberen 
Ende @ an dem ausseren Kandlchen befestigt. Die Kaniile lasst 
die gemischte Lésung von Lymphe und Magnesiumsulfatlésung 
durch den Hohlraum zwischen dem inneren und dusseren Teil und 
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dann durch Jb abfliessen. 

. Wenn man die Menge der 
Innerer Teil a 

der Kaniile. verwandten Magnesiumsul- 

fatlsung von der Menge 

der gesamten Ldsung ab- 


rechnet, so erhalt man die 


Ausserer Teil 
der Kaniile. 


Lala Menge der reinen Lymphe. 
B. Methode der Fett- 
Der Querschnitt der Kaniile. me : 
fiitterung. 


50,0-100,0 gr. von an 
ungesittigtem Fett reichen 
Leinél oder Lebertran und 
2,0gr. kohlensaures Natrium 
wurden in einen Moérser 
Wasser gebracht, mehrfach 
in kleinen Mengen zugefigt, 
fein gemischt und emulsiert 
und die gesamte Menge ayf 
350,0 cc. gedracht. Man 
fiittert mit der emulsierten Fettlosung den Hund vor dem Versuch 
und sammelt die Lymphe vor dem Beginn der Fettresorption und 
den Chylus nach demselben auf obenbeschriebene Weise. 

Die Untersuchung erstreckt sich auf die Menge des Fettes 
und der Phosphatide sowie auf das Zeitverhiltnis. Um den 
Atherextrakt dus den erhaltenen Substanzen herzustellen und somit 
die Menge des Fettes und der Phosphatide zu bestimmen, wurden 
sie zuerst mit Alkohol, dann mit Ather im Soxhlet’schen Apparat 
extrahiert, ferner in Petrodther geldst, filtriert, abgedampft, und 
schliesslich die gesamte Menge bestimmt. 

Man berechnet das Lezithin nach dem nach Tisdall be- 
stimmten Phosphor, nachdem die mit Ather extrahierten Sub- 
stanzen mit Salpetermischung verascht worden sind. 

C. Methode zur Feststellung der entstandenen Phosphatide bet 
Fettresorption. 

Man vergleicht Zuerst Eigenschaften der erhaltcnen Substanz 
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mit Lezithin beziiglich des Lésungsmittels. Nachdem das Vor- 
handensein von Phosphor, Stickstoff und Cholin in der Substanz 
nachgewiesen worden ist, bestimmt man die Phesphormenge nach 
Tisdall, die Stickstoffmenge nach Kjeldahl’s Mikromethode, die 
Cholinmenge nach Hugh Maclean. 

D. Methode zur Feststellung des Verhéltnisses der Lezithinbildung 
in Organen bei Fettresorption. — 

5—8 Stunden nach der Fiitterung mit Fett wurde der Hund 
getotet, der Gehalt des Fettes und Lezithins in den verschiedenen 
Organen und Geweben wurde bestimmt und jede Menge verglichen. 
Um nachzuweisen, ob das gefiitterte Fett an der Lezithinbildung 
beteiligt ist, bestimmt man die Jodzahlen des gefutterten Fettes 
und Fettsdure aus Lezithin. 

Fir die Bestimmung der Jodzahl der Fettsiure wurde das 
Organ zuerst zerhackt, nach Zusatz von Kaliumsulfat gepulvert, 
mit Absolutalkohol 4-5 Stunden lang bei 50-55°C. extrahiert, 
dann wurden Ather und Alkoholextrakt filtriert und abgedampit, 
Lezithinkadmiumsalz nach Levene gewonnen, und dann die 
Hublsche Jodzahl bestimmt. 

EF. Methode zur Feststellung des Schicksals des in die Vene 
eingefiihrten Lezithins. 

Nachdem 23,0-20,0 gr. Lezithin von Kahlbaum mit ein wenig 
Gummi und Wasser gut gemischt und fein emulsiert worden ist, 
coliert man es und bringt durch Zufiigung von Wasser die gesamte 
Menge bis auf 200,0-250,0 com. Bei dem Versuche wurde die 
Lezithinl6sung langsam in die Halsvene des Hundes mit einer 
Biirette eingeflésst. 3-8 Stunden spiéter wurde der Hund getotet 
und der Gehalt des Fettes und Lezithins in Blut, Organen und 
Geweben auf obige Weise bestimmt, 


VERSUCHSERGEBNISSE UND BETRACHTUNGEN. 


A. Uber Synthese der Phophatide in der Darmschleimhaut. 


Das Verhiltnis der Zu-und Abnahme yon Fett-und Lezithin- 
gehalt in der Lymphe kennt man durch die Vergleichung des 
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Gehaltes dieser Stoffe vor und nach der Resorption durch die 
Schleimhaut. Dabei zeigte uns die getriibte Lymphe, d.h. der 
Chylus, die Grenze der Resorption. Nachdem die Fettresorption 
begonnen hatte, sammelte ich jedesmal den Chylus eine Stunde 
lang und bestimmte Fett-und Lezithinmenge darin. Als Ergebnis 
stellte ich fest, dass die Zunahme des Lezithins im Chylus schon 
2-3 Stunden nach der Fiitterung anfingt. Der Beginn der Lezi- 
thinzunahme kann im Chylus friher eintreten als im Blut nnd 
verzogert sich nie. Wie ich festgestellt habe (Tabelle I.), betrigt 
die Menge der Lezithinzunahme 3 Stunden nach dem Beginn der 
Resorption 3,65 mal so viel, nach 5 Stunden 4,09 mal so viel, 
nach 8 Stunden 3,56 mal so viel, nach 12 Stunden 3,27 mal so 
viel als die Menge vor der Resorption. 


TABELLE I: 


Der Gehalt des Fettes und der Phosphatide im Chylus bei 
der Fettresorption. 


F s ic P-Menge 
Untersu- ee Menge der Ather aus Lezithin 
chungs-Zeit L vf extrakt C.C. extrakt mg. prs 
ates % | 100.0 ce. 
vord. Fiitter- 9b 45’ am. | Klar, leicht 5 wares 
ung mit Fett| -25 50’ p.m. gelb ane. 0.24 1.16 
2b 63’ ,, ‘ 
bs te c 22.2 0.23 £17 
~ ‘hae h 7 — Cet aoe | | ae eae | 
Ss to wae : 28.6 0.20 4.24 
= 5h 9! : ein wenig 
” (3) 
. g ML} gn ” peertibt 22.2 113 4,22 
A ey oR deutlich 
Beil) mn 7 ” getriibt 23.2 0.90 4.75 
2. ce ar 21.5 0.91 4.73 
& 3 ae a cd i ” 4 i ; , 
BR ois 
3 P| Vil og gs ‘ af 18.0 1.31 4.13 
eager aN eer 7 oe i aera om 
3 Vill sak ) ” f 11.8 1.20 4.12 
15 60’ am. | Weniger 
VII on 59° POeebt 12.0 0.49 3.80 


Protokoll: 22/V; em chinesischer Hund, Geschlecht 8, Gowicht 10 kg; . 
Operation begann um 9h 15’ a.m., Kaniile um 9h 45’ in den Duetus eingoefiihrt. 
2h 50,0 gr. Lein6dl in Emulsion gofiittert. 
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Die Zimahme der Phosphatide beginnt gleichzeitig mit der 
Fettbildung in der Darmschleimhaut, tritt nie spater auf als das 


Tabelle II. Das Verhiltnis der Zunahme des Fettes und der Phophatide 
in Chylus nach der Fettfiitterung. 


Gr. des Fottes pro 10.0 ce. 


pro 109.0 cc. 


Mg. des Lezithins 


Zeit in Stunden. 


Fett, zeigt nicht wie das Fett eine besondere steile, hohe Linie, 
sondern halt lange mit immer konstanter Form an (Tebelle II.). 
Ks ist klar,.dass Phosphatide sich in der Darmschleimhaut bilden. 


B. Uber die in der Darmschleimhaut gebildeten 
Phosphatide bei: der Fettresorption. 


Die gesamte Chylusmenge betrug 560,0 cc. Ich gewann 
daraus 3,49 gr. ditherextraktive Substanz mit emem Phosphorgehalt 
von 0,22%. Wenn man die Lezithinmenge aus dem Phosphor, 
welches das Lezithin bildet, berechnet, muss sie theoretisch 
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ungefihr 1,3 gr betragen. In Wirklichkeit gewann ich jedoch nur 
0,4 gr. Lezithin, welches sich mittelst Azeton und alkoholischer 
Kadmiumsalzlésung im Atherextrakt als Niederschlag bildete, 
ohne dass durch Wiederholung ein weiterer Niederschlag ent- 
standen wire. Es galt nun festzustellen, wohin der tbrige 
Phosphor entgangen war. Zuerst entfernte ich das Chlorkadmium 
aus der Lésung, trocknete die Lésung und léste die Substanz in 
Azeton, filtrierte und untersuchte. Die Substanz ist in folgenden 
Lésungsmitteln loslich : Ather, Petroleumither, Benzol, Methyl- 
alkohol, Amylalkohol und Azeton. In der Substanz konnte ich 
Phosphor und Stickstoff nachweisen und nach Zersetzung mit 
gesattigter Bariumhydratl6sung auch Cholin bestimmen. Die 
Stickstoffmenge betrug 0,099, Phosphormenge 0,22% und die 
Cholinmenge 0,86 %. 


TABELLE IIL. 


Fett-und Lezithingehalt in Organen bei Fettresorption. 


Bei Hinftthrung mit Fett. Kontrolle ohne Einfiihrang 


Art d. von Fett. 

Organe u. . _ |Unverseif- . Unverseif- ; 
pee ais Are Lezithin at bare Lezithin 

ss ay Substanz, oA es Substanz % 
70 0 % (0) 

Leber 417 0.32 2.0 2.59 0.31 1.12 
Lunge 3.16 048 1.61 - oOo 0.43 - 1.70 - 
Niere 3.56 - 0.69 1.56 } 2.17 0.16 0.75 
Herz 3.51 0.30 1.28 2.76 0.24 0.87 
Muskel 2.43 0.22 0.40 2.1 0.21 0.81 


Protokoll: 2/[V; ein chinesischer Hund, Geschlecht 2, Gewicht 11 kg, um 
9h 45’ am. mit 500,0 gr. emulsiertem Leindl gefiittert; 6 Stunden danach wurde 
der Hund getétet und untersncht. 
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TABELLE IV. 


Jcdzahl des Lezithins aus Organen des 5 Stunden nach 
der Fiitterung mit Amanindél getéteten Hundes. 


- ee 


Jodzahl 


Art d. Organe 


Bei F titterung Kontrolle ohne Fett. 
mit Fett. 


106.0 60.0 


Leber 812 


59.9 515 
Lurge 551 


TABELLE VY. 


Phosphormenge aus dem anorganischen Phosphat des 
aus dem Hunde gewonnenen Blutserums. 


_ Se —— 


Fille P-Menge mg 
Nach der Fiitterung 3.49 
Bei Fasten 3.70 
7.14 
Hinfiihrung des Lezithins ins Blut. 
9.50 


Also betrigt der Quotient des Stickstoffs gegentiber dem 
Phosphor ungefiihr 2,2 und ist gleich dem Verhaltnis des Stick- 
stoffs und Phosphors im Lezithin. Aber die Substanz ist insofern 
von Lezithin verschieden, als in der Losung dieser Substanz bei 
Zufigung alkoholischer Chlorkadmiumlésung und Azeton kein 
Niederschlag entsteht ; in diesem Punkt dem Fett ahnlich. Wenn 
man die zugenommene Substanz nach dem obigen genau betrach- 
tet, ist sie kein Lezithin in allgemeiner Bedeutung, sondern 
eine andere Monoaminomonophosphatide. 
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C. Uber Synthese des Lezithins in Organen und 
Geweben bet Fettfiitterung. 


5-8 Stunden nach der Fiitterung mit Fett wurde der Hund 
getdtet und der Lezithingehalt an den Organen untersucht. Ich 
wies bei dem Versuche mit Fett nicht nur die Zunahme des 
Fettes, sondern auch die Lezithinzunahme besonders Leber im 
Vergleich mit dem. Kqgutrollfall nach... (Tabelle ITT). oe 

Beziiglich der Bestimghung der Hiibl’schen Jodzahl Fettsiure 
aus Lezithin betrug das Lezithin aus der Leber in einem Fall 
106.0 in. einem anderen 81 2, Lezithin aus der Lunge 59,9 und 
55,0 und die Jodzahl des bei dem Versuche gefitterten Leindls 
149,0. In einem Kontrollfall betrug die Jodzahl des Lezithins | 
aus der Leber 60,0, aus der Lunge 51,5 (Tabelle IV). Auf Grund 
der Jodzanlen kann man sagen, dass die Leber an der Synthese 
des Lezithins aus Fett beteiligt ist. Die sonstigen Organe haben 
sehr wenig Einfluss darauf. 


THA Hie ica Higead) Bove Cia Poe 
eingefithrten Lezithins. 


3-5 Stunden nach Einfihrung des Lezithins ins Blut ist 
darin eine Lezithinzunahme kaum nachweisbar; der Unterschied 
der Lezithinmenge gegentber dem normalen Zustand ist sehr 
gering. Aber die Zunahme des Phosphors als anorganisches 
Phosphat ist deutlich nachweisbar; es erreicht niimlich eine 
Menge von 7-9 mg. auf 100,0 ccm Blutserum, wiihrend es 
gewohnlich 3,5-4,0mg. in derselben Menge Blutserum betrdgt. 
(Tabelle V). 
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TABELLE VI. 


Lezithingehalt in Organen, Geweben und Blut nach Einftthrung des 
Lezithins ins Blut. 


Bei Einfithrung mit -Kontrolle ohne Einfithrung 
Art a. Organe |. Lezithin. von Lezithin. 
Gewebe u. U : 7 
Fi nverseif- . Unverseif- 
Blut. Ather | bare | Lezithin eee bare | Lezithin 
re o% Substanz % % Substanz % 
Cc SA tee = SAR NN aR pos SI Pa | 
4 
Leber 5.01 0.52 2.48 3.29 0.29 | 1.45 
Lunge 4.09 0.80 2.13 2.75 0.46 | 1.30 
Niere 3.18 0.28 1.15 3.13 0.71 LT 
Herz 2.0 0.43 0.52 4.33 0.45 117 
Muskel 2.35 0.15 0.90 1.51 0.17 0.30 
Knochonmark| 29.80 a 0.43 4.80 | ae. 0.24 
Blut 0.18 = 0.04 = | = a 
Blutserum 0.17 = 0.05 o4 | me a 
Blatkérperchen 0.12 — 0.04 a | — — 


Protokoll : 20/IX ; ein chinesischer Hund, Geschlecht 2, Gewicht 13 kg; von 
12h 30’ bis 1h 30' p.m. wurde 23,0 gr. emulsiertes Lezithin ins Blut eingefihrt; 
der Hund 4h 30’ gotétet und untersucht. 

In den Organen findet man die Zunahme des Lezithins im 
Vergleich mit den Kontrolle besonders in der Leber, und durch 
Kinfihrung des Lezithins nicht nur eine Zunahme des Lezithins, 
sondern auch eine Fettzunahme ebenda. (Tabelle V). Aber der 
grosste Teil des Lezithins scheint irgendwohin verschwunden zu 
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sein. Als Resultat scheint sich zu ergeben, dass sich das Lezi- 
thin durch Lezithinase in der Leber zersetzt und aus der frei 
gewordenen Fettsiiure nnd dem Glycerin des Lezithins ein neutrales 
Fett gebildet hat. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Wenn man alles zusammenfasst, kommt man zu folgenden 
Ergebnissen. | 

1) Durch die direkte Untersuchung des Chylus nach der 
Fiitterung mit Fett fand ich Zunahme einer Phosphatide in dem- 
selben und wies die Bildung der Phosphatide in der Darmschleim- 
haut nach. Beziiglich des Zeitverhdltnisses beginnt die Zunahme 
der Phosphatide im Chylus gleichzeitig mit der des Fettes, und 
zwar 2-3 Stunden nach der Fiitterung mit Fett, aber der Grad 
der Zunahme ist nicht so hoch wie beim Fett und dauert mit 
immer konstanter Hohe linger als die des Fettes. 

2) Das Mehr an Substanz im Chylus ist ganz gleich dem 
Fett beztglich des Lésungsmittels, aber sie hat Stickstoff, Phos- 
phor und Cholin im gleichen Verhaltnis wie das Lezithin. Deshalb 
ist die Substanz eine dem Lezithin ahnliche Monoaminomono- 
phosphatide. Der Unterschied von Lezithin besteht darin, dass: 
diese Substanz auch bei der Zufiigung alkoholischer Chlorkadmium- 
lésung und auch bei der Zufiigung von Azeton keinen Niederschlag 
bildet. 

3) Bei Fitterung mit Fett scheint das Fett mehr oder 
weniger in den Organen zuzunehmen, besonders in der Leber; 
und Lezithin vermehrt sich ausser dem Fett ebendaselbst. Be- 
zuglich der Jodzahl ist Lezithin aus der Leber deutlich hoch- 
wertig bei Futterung mit Leinél im Verhaltnis zu dem Kontroll- 
versuch. Die Jodzahl des Lezithins aus der Lunge ist nicht 
besonders gross. Aus diesem Grund kann man die Leber als die 
Hauptstelle der Lezithinbildung betrachten. 

4) 3-5 Stunden nach der Einftthrung des Lezithins in die 
Vene findet man nicht nur eine Zunahme des Lezithins, sondern 
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auch Fettzunahme in der Leber sowie eine deutliche Zunahme des 
Phosphors aus anorganischem Phosphat in Blutserum. Es geht 
eine Fettbildung aus Fettsiure und Glycerin nach der Zersetzung 
des Lezithins vor sich. Also kann man annehmen, dass Lezithin 
und Fett in der Leber ineinander tbergehen. 
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ON THE CONTENT OF FATTY-LIKE SUBSTANCES | 
IN COCKS FED ON VITAMINE B FREE DIET. 
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(From the Department of Physiological Chemistry, Peking Union Medical College.) 


(Received for publication, May 27, 1925.) 
I. InrRoDvction. 


The relation of vitamine deficiency to body lipoids has been 
hitherto studied by many authors. Ciaccio (1920) reported that 
vitamine free diets produced a marked decrease of lipoid phcs- 
phorus in the kidney, liver, heart, muscle and brain of pigeons, 
and Lawaczeck found that the amount of cholesterol was 
increased in the blood and in the thigh muscle of pigeons, fed 
on a diet deficient in vitamine. The increase of cholesterol in 
the tissues of the animals suffering from vitamine deficiency 
were also verified by Asada in the bodies of rats and by 
Hotta in the bodies of pigeons. 

Although it may be too hasty to conclude from the above 
facts that the beriberi disease is noné other than the intoxication 
phenomenon of cholesterol as postulated by some investigators, 
it is quite certain that lipoids play an important réle in the 
disease. 

The experiment was therefore conducted by the author to 
determine quantitatively the distribution of lecithin, cholesterol 
and fatty acids in the blood and the tissues of cocks under 
several conditions; hungry, feeding with vitamine “B” free dict. 
and feeding with carbohydrates only. 


If. Tor MeEruHops UsED. 


In the experiment, the following diet was used. 
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In the case of the vitamine “B” free diet the polished rice 
was used instead of unpolished rice in the complete diet. 

To determine the amount of cholesterol, lecithin and fatty 
acids in the blood the method of W. R. Bloor (1922), except 
in some points was used; and to determine the amount of those 
in organs, the following method was used. 

Taking into consideration the methods of Kumagawa, Suto 
and Shimizu, the following operations were made; the organs 
were ground into lime in a mortar, weighed, and then extracted 
at first with cold and redistilled alcohol and then with hot and 
redistilled alcohol in the extracting apparatus for 7 hours. A‘ 
last the organ lime and the inside of the extracting apparatus 
were washed with redistilled ether. All the fluids were poured 
into ». 100 cc. volumetric flask and made up to 100 cc. by 
adding redistilled alcohol. The further procedure for the deter- 
mination, is the same as that deseribed for blood. 


Fatty Substances on Vitamine B free Diet. 187 


Til. THe Resvtr. 
1. The Weight of the Bodies and the Organs of the Cocks. 


The cocks are narcotized with chloroform as soon as symp- 
toms of deficiency disease appear, and 5 ce. of blood is taken 
from the heart with an injection syringe. The organs are then 
removed one after another from the body and weighed. 

The weight of cocks and their organs is given in Table I 
and IT. 


TABLE I. The Weight of Cscks. 


| The body weight 
Condition No Date Interval at the 


beginning] end 


ee ee EES 


Control I Dec. 19. 23. | 62 days | 1065 gm] 1171 gm. 
II Dec. 20. 23. | 75 1157 1280 
Til Jan. 9. ’24, 63 948 1116 
IV Jan. 9. 24. 63 953 1216 
Avitaminosis VI Jan. 9. 24. 29 1093 567 
vil Feb. 12. 24. | 43 980 535 
Vu Feb. 12. ’24. | 52 1250 761 
1X Mar. 11. ’24. | 36 1564 891 
x Mar. 11. 24. 26 1469 755 
| Apr. 8, 724. 23 1581 1345 
Rice-fed XII Mar. 26. ’24. | 23 1475 833 
| XII Mar. 25 ’24, | 28 1234. 792 
XIV Mar. 26, ’24. | 39 1787 1185 
XV Mar. 26, ’24. | 30 1566 8387 
XVI Apr. 9. ’24. 24. . 1084 644 
Hunger XVIL :| Apr. 8. ’24. 21 1411 723 
XVII | Apr. 8. ’24. 17 1309 787 
XIX Apr. 1. ’24. 21 1641 912 
p93 Apr. 1. 724, 24 1334. 701 
XxI Apr. 7. 24. 17 1125 703 


(Room temperature 22°-25° C) 
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TABLE II. The Weight of the Organs of Cocks. 


Control. 
No. Body | Liver | Heart | Kidney | Lung /|Pancreas|Testicle| Spleen 
1 1117 30.3 6.1 7.0 7.7 2.3 13.6 14 
2 1180 25.0 8.8 8.1 8.4 23 19.1 13 
3 1116 18.7 6.8 5.5 9.1 2.6 21.3 0.6 
4 1216 19.1 8.0 6.3 10.0 2.2 LE 2.8 
Aver. 1195 23.3 7.4 6.7 8.8 2.4 17.9 15 


Weight oF Organi “'95--|' 0.62 | O66 | eve: | O20 | aod de 


Body weight 
Avitaminosis. 
6 567 10.3 3.1 4.7 3.8 1.2 1A 0.3 
7 535 8.6 2.5 3.0 3.2 0.8 0.9 0.2 
& 761 13.6 35 5.0 5.3 1.9 0.5 0.7 
9 891 19.6 4.1 4.1 74 2.4 1.4 0.5 
10 755 11.3 3.0 3.7 4.4, 1.5 1.7 0.5 
Aver, 701.8 | 12.7 3.3 4.1 4.1 1.6 3 bes 05 
Weight of Organ 
Body weignt, 81 0.47 0.58 0.58 0.23 0.16 0.07 
\ 


As the above table shows, in avitaminosis the weight of the 
liver, kidney and pancreas does not change distinctly, while that 
of other organs decreases on the whole and the testicle is affected 


most. 
1. The Amount of Lipoids and Fatty Acids of the Blood. 


The average values of lipoid contents in these four conditions 
are summarised in the following table. (I'/L indicates the ratio 


> on ing 
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between total fatty acid and lecithin, and L/C indicates the ratio 
between lecithin and cholesterol. The value of lecithin is ob- 
tained by multiplying the amount of phosphoric acid by 8. )is 


TABLE IIl. 


100 cc. of Blood tai 
Conditions Se a =| a F/L L/C 
lecithin cholesterol | fatty acid 


| | | | 


Control os72°| 943 | eure | ose | 3.20 
Avitaminosis 270.4. 182.3 265.5 1.05 1.66 
Rice-fed 236.0 177.9 266.9 122 | 134 
Hunger 273.6 138.9 203.3 077 | 1.95 


As the table points out, in the blood of avitaminotic in- 
dividuals the amount of lecithin is somewhat decreased; while a 
pronounced increase of cholesterol and a slight increase of fatty 
acid is observed. 

In the blood of the cocks fed only on white rice, which is 
not only insufficient in protein and fat, but also deficient in salt 
and vitamines, there occurs a marked increase in cholesterol just 
as is the case in cocks which have been kept on a diet, insuffi- 
cient only in vitamine “B”; and the relation of the amount of 
lecithin and fatty acid is also the same in both types of food. 

In the blood of hungry cocks, on the other hand, there occurs 
a distinct increase of cholesterol and some decrease of fatty acid, 
while the amount of lecithin remains nearly the same, 


3. The Content of Lipoid and Fatty Acid of the Organs. 


As there are always some individual variations observed in 
the amount of lipoid and fatty acid in the organs, the average 
amounts from several individuals are shown in the following 
table : 


EK. Kodama 
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Ciaccio reports in his work that in vitamine deficiency the 
most remarkable diminution of lipoid phosphorus occurs in the 
kidney. and then in the decreasing order, in the liver, heart, 
muscle and brain (pigeon). 

In my experiments, the diminution of lipoid phosphorus 
oceurs in the following order; in the kidney, pancreas, heart, 
liver, spleen, muscle, lung and then in the testicle, on the whole 
coinciding with that of Ciaccio. 

The amount of cholesterol is increased in all organs except 
the liver and spleen. ‘The increase occurs mostly in the pancreas, 
and then in the following order, in the testicle, kidney, heart, 
lung and then in the muscle. 

The high value of fatty acids is observed always in the 
degenerating orgaus and is very high in the testicle. 


SUMMARY. 


(1) The weight of the organs of the cocks, fed on a diet free 
from vitamine ‘“‘B”’, decreases with the weight of the bodies. 

The grade of decrease varies with each of the organs, this 
being most eclatant in testicles and spleen. Though the weight 
of pancreas and kidney decreases in absolute amount, its ratio to 
the body weight increases rather a little. 

(2) The increase and decrease of the amount of lecithin, 
cholesterol and total fatty acid in the organs, in the case of 
vitamine “B” free diet, varies with each of the organs. Gener- 
ally, however, the amount of lecithin decreases, while that of 
cholesterol and total fatty acid increases. The grade of increase 
or decrease among the organs is shown in the following orders. 

lecithin ........kidney, pancreas, heart, liver, spleen, 
muscle, lung. 

cholesterol...... pancreas, testicle, kidney, heart, lung. 

total fatty acid..testicle, spleen, pancreas, liver, kiduey, 
heart, lung, muscle. 

(8) The amount of lecithin in the blood of the cocks, which 
are fed on a vitamine “B” free dict, decreases more than tlrat 
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of the control cocks. The amount of cholesterol and total fatty 
acid in the blood increases, however, more than that of the 
control. 

This work was performed in the Peking Union Medical 
College, during the winter of 1923-1924, soon after the disastrous 
earthquake at Tokio. The author wishes to express his gratitude 
to the Rockefeller Foundation for their generous offer to enabling 
him to finish his work. 
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TABLE B. 


The amount of lipoids and fatty acids of the blood of control 
cocks. (per 100 cc.) (Appendix to Table IIL.) 


Cock No. Lecithin Cholesterol Fatty acid E/L L/C 
mg. : mg. mg. 

I 280.6 85.2 246.5 0.95 3.06 

II 243.2 68.3 257.8 1.06 3.56 

Til 315.2 111.4 228.7 0.73 2.83 

IV 320.4 112.3 232.6 0.70 2.93 

Average 287.2 94,3 241.4 0.86 3.10 
py a ee ee ee ee eee a ee eee 

TABLE C. 


That of Avitaminosis. (per 100 cc.) (Appendix to Table II.) 


Cock No. Lethicin Cholesterol Fatty acid F/L L/C 
mg. mq. mq. aia Pu 
VI 335.2 149.4 285.9 0.85 2.24 
Vil 204 8 155.1 209.5 1.02 1.32 
Vill 195.2 191.4 191.4 0.89 | 1.02 
IX 296.8 282.5 332.6 1.12 1.05 
x 269.6 127.6 302.7 1.12 2.11 
XL 326.8 187.5 269.7 1.19 1.21 


Average 270.4 182.3 265.5 1.05 1.66 


2 Now pagel 
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TABLE D. 


That of rice-fed Cocks. (per 100 cc.) (Appendix to Table IIL.) 


Cock No. Lecithin Cholesterol Fatty acid F/L L/C 
mg. mg mq. ; 
XIE 217.6 185.4 250.8 1.15 1.17 
XE 271.2 199.5 _ 827.5 1.21 1.37 
XIV 216.8 148.5 244.5 151 1.46 
OV 233.6 177.2 263.9 1.20 1.33 
XVI 240.8 178.7 248.2 | 1.08 1.35 
Average 236.0 177.9 266.9 1.22 1.34 
TABLE E. 


That of fasting Cocks. (per 100 cc.) (Appendix to Table IIL.) 


Cock No. Lecithin Cholesterol Fatty acid F/L L/C 
Sr en mg. mg. ca cee 

XVII 304.0 140.3 192.4 0.63 2.17 

XVII 2728 145.4 242.9 0.89 1.88 

xIx 261.6 132.8 211.8 0.81 1.96 

xX 246.8 132.9 198.2 0.75 1.99 

XXI 250.4 142.9 190.1 0.76 | 1.74 


ee 


‘Average 273.6 138.9 203.3 0.77 1.95 
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TABLE F. 


The amount of lipoids and fatty acid of the organs of cocks. 
(Appendix to Table IV.) 


Cock TI. Control: (per 100 gm.) 


Lecithin 


Muscle 
Liver 
Heart 
‘Kidney 
Lung 
Pancreas 
Testicle 


Spleen 


mg. 
1305.6 


1402.4 
1492.0 
1947.2 
1229.6 
1662.4 
1245.6 


~ 1904.8 


Cholesterol 


mg. 


112.2 
220.1 

91.9 
224.4 
185.5 
275.4 
238.3 
240.4 


. Fatty acid 


mq. 


850.4 
1058.4 
1248.0 
1159.4 
1182.1 
1533.0 
1609.1 
2157.5 


Cock If. Control. (per 100 gm.) 


Lecithin 
mg. 

Muscle 1288.8 
Liver 1461.6 
Heart 1098.4 
Kidney 1496 8 
Lung 1048.0 
Pancreas 2272.0 
Testicle 1569.6 

1742.4 


Spleen 


Cholesterol 


98.5 
296.1 
146.5 
220.4 
284.7 
138.0 
114.0 
251.4 


mg. 


Fatty acid 


mg. 


1083.9 
2320.0 
1443.1 
1197.2 
1220.3 
1652.2 
1412.3 
3019.9 


a 
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Cock DI. Control. (per 100 gm.) 


Lecithin ~ Cholesterol Fatty acid 
eee a We ae wore my. 
Muscle 602.4 81.1 780.8: 
Liver 1620.8 327.8 1606.7 
Heart 1149.6 139.4 1901.4 
Kidney 1206.4 239.7 1713.9 
Lung 959.2 316.5 1393.7 
Pancreas 1776.8 157.7 2233.2 
Testicle 1131.2 166.9 1194.8 
Spleen 2842.4 266.2 3814.8 


Cock IV. Control. (per 100 gn.) 


Lezithin Cholesterol Fatty acid 
‘e Sell A ames eat on! mg. 
Muscle 1340.8 100.8 894.1 
Liver 1771.2 378.7 1954.3 
Heart 1202.4 141.3 1457.3 
Kidney 2309.6 232.8 1077.4 
Lung 929.6 334.2 | 935.6 
Pancreas 2532.0 220.3 2169.5 
Testicle 1783.2 237.6 1133.2 


Spleen 1497.6 340.5 1450.3 
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Cock VI. Avitaminosis. (per 100 gm.) 


——————— EE = 


“Lecithin Cholesterol Fatty acid ‘ 
ign bie, oe Kiemene nM]. 

Muscle €69.6 138 2 706.3 r 
‘Liver 1056.8 293.8. ° 1781.3 , 
Heart 781.6 200.2 1202.6 : 
Radney 1404.0 311.2 1412.3 
Lung ” 746.4 285.4 850.9 
Pancreas 1515.2 306.3 3261.8 7 
Testicle 1253.6 270.1 3135.3 
Spleen 1326.4 224.1 3022.9 


Cock VIL Avitaminosis. (per 100 gm.) 


Lecithin Cholestercl Fatty acid 
Muscle 6184”. 1049 7462” 
Liver 1290.4. 328.9 2065.2 
Heart 773.6 167.8 997.2 
Kidney 1171.6 24.0.3 1285.2 
Lung 724.8 313.5 716.3 
Pancreas 2282.4. 368 4 3740.9 
Testicles 1222.4 384.1 2813.1 


Spleen 1461.6 309.4 4870.5 


Fatty Substances on Vitamine B free Diet. 199 


Cock VIII Avitaminosis. (per 100 gm.) 


Lecithin Cholesterol Fatty acid 
ig) a ty: - |e 
Muscle 757.6 232.4 664.2 
Liver : 1038.4. 294.4 1813.4 
Heart 949.6 215.6. 1203.3 
Kidney 1313.6 ' 396.9 1501.4 
Lung 912.0 384.8 973.9 
Pancreas 1624.8 257.9 2951.4 
Festicle 1313.6 266.5 4772.1 
Spleen 1164.8 203.3 2900.9 


Cock IX. Avitaminosis. (per 100 gm.) 


Lecithin Cholesterol Fatty acid 
ges. SARs ene 
Muscle 1254.4. 99.9 545.0 
: Liver 1292.8 276.6 2308.4 
: Heart 918.2 161.9 896.4 

Kidney 1315.2 349.9 1389.4 
Lung 905.6 354.5 1483.8 
Pancreas 1583.2 353.4 3688 3 
Testicle 1482.4 337.2 3465.9 
Spleen 1706 4 375.2 2933.1 


es 


9 
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Cock X. Avitaminosis. (per 100 gm.) 


Lecithin Cholesterol Fatty acid 
my. ma. mg. 
Muscle 879.2 134.7 621.5 
Liver 1125.6 307.8 2073.0 
Heart 811.2 193.7 1181.7 
Kidney 1197.6 ‘ 253.4 1340.2 
Lung 896.8 296.3 942.0 
Pancreas 1322.4 295.1 2844.8 y; 
Testicle 1388.8 273.6 3065.8 ’ 
Spleen 1663.2 237.7 2378.0 
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NEW METHODS FOR THE DETERMINATION OF 
CYSTEINE. 


By 
YUZURU OKUDA. 


(From the Biochemical Laboratory, Department of Agriculture, 
Kyushu Imperial University, Fulcuoka.) 


(Received for publication, June 25, 1925 ) 


Cysteine is widespread in living cells and its oxidation 
product cystine is found in most of the proteins. Among 
the amino acids these two occupy a unique place, differing char- 
acteristically from the others in the fact that they~ contain 
sulphur in their molecules.* It is a well known fact that amino 
acids make the peptide and peptide linkages (Sadikow and 
Zelinsky, 1924) in protein molecules but aside from these 
there is the —S-S-— linkage in cystine or between two molecules 
of cysteine. This method of linkage differentiates cystine and 
cysteine from the other amino acids chemically. 

The special réle of cystine in physiology has been studied 
by many authors such as Daniels and Rich (1918), Osborne 


‘and Mendel (1918), Abderhalden (1915), and Johns, Jones 


and Finks (1920-22). Furthermore the special physiological 
function. of cysteine and cystine in the oxidation and reduction 
processes in living cells has. b en demonstrated lately by Hop- 
kins (1921). 

These special features of cystine and cysteine aroused the 
interest of the author to make investigation of them. 

There are many colorimetric tests for cysteine, Arnold 
(1910) has compared the quantity of cysteine in animal tissues 


* A new sulphur containing nmino acid has been isolated by Mueller (1923) 
but it seems to be uncertain whether it is m primary or secondary product of 
proteins. 
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by means of these colorimetric tests. But it was rather qualita- 
tive and not quantitative. As far as I know there is no accurate 
method for the determination of cysteine. The present paper 
describes two new methods, the bromine- and the iodine-methods, 
for the determination of cysteine. 


I. THe Bromine-METHOD. 


Friedmann (1902) has found that cystine as well as cysteine 
are oxidized by bromine and give rise to cysteic acid, but it 
seems that he did not investigate quantitatively the relation of 
cystine and cysteine to bromine. Several years ago I (1919) 
studied the quantitative relation between cystine and bromine, 
and applied this relation to the quantitative determination of the 
former. In the first part of the present communication a similar 
investigation about cysteine and a method for the determination 
of it are to be described. 

The principle of the method is to titrate cysteine in an acid 
solution, in the presence of some bromide, with a standard solu- 
tion of bromate. This method is very simple, rapid and accurate 
and requires only a few minutes for a single determination, but 
can not be used in the presence of some amino acids, such as 
cystine, tyrosine, histidine and tryptophan. 


1. The Relation between Cysteine and Bromine. 


To know the quantitative relation between cysteine and 
bromine, the following three experiments were performed, which 
will indicate that one molecule of cysteine is completely oxidized 
into cysteic acid by means of 6 atoms of bromine. 

(a.) 0,034 gm. of cysteine hydrochloride (C;H;NSO, . HCl) 
was mixed with 20 cc. of about 10 per cent hydrochloric acid 
and 5 cc. of about 20 per cent sodium bromide, and immediately 
titrated with M/20 potassium bromate solution until a faintly 
yellow color was obtained. 4.4 cc. of the bromate solution was 
required. 

From this result, calculation was made as follows :—The 
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relation between bromate and bromine will be shown by the 
following reaction, which should take place in the case of the 
above experiment. 

5NaBr + KBrO; + 6HCl = 5NaCl + 3H,O + 6Br + KCl 

From this equation we know that 1 molecule (167.02 gm.) of 
potassium bromate corresponds to 6 atoms (479.5 gm.) of bromine, 
or 4,4-cec. of M/20 KBrO, to 0.1053 gm. of bromine. 

And 0.034 gm. of cysteine hydroloride contains 0.0261 gm. 
of cysteine. Consequently one molecule of cysteine (121.14 gm.) 
corresponds to 488.7 gm. (about 6 atoms) of bromine. 

121.14 x 0.1053/0.0261 = 488.7. 

(b.) 0.084 gm. of cysteine hydrochloride was dissolved in 
20 cc. of 10 per cent hydrochloric acid and then titrated with 
0.33 per cent bromine water. It required 30.8 cc. of the solution, 
which corresponds to 0.1016 gm. of bromine. 

Therefore the result falls into line with that of experiment 
(a), namely one molecule of cysteine corresponds to 6 atoms of 
bromine. 

From the results of these two experiments we might assume 
the following equation to express the relation between cysteine 
and bromine. 


CH, — SH CH, — S0,H 
| | 
CH -- NH, + 6Br + 3H,0 = CH — NH, + 6HBr 


| 
COOH — COOH. 
(c.) For the purpose of ascertaining the preceding equation, 
I made some further investigation. 
It is imperative that, if the assumption is correct, the follow- 
ing equation should also hold good. 
OA, — S0,H CH, — SO.H 
ath | 
CHNH, + 6HBr + 7NaOQH = CHNH, + 6NaBr + 7H.O 


| | | 
COOH COONAa 
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Thus one molecule of cysteine must be equivalent to 7 
molecules of sodium hydroxide. 
To ascertain the relation, two samples of cysteine hydro- 
chloride containing 0.0188 gm. each were prepared. The one 
was directly titrated with N/10 NaOH, using azolithmine as 
indicator, and the other, after treating with bromine water until 
a very faintly yellow color was obtained, was also titrated. The 
results were as follows: 


Direct titration - + +--+ ++. - 1.3 cc. N/10 NaOH 
After treating with bromine - +--+ 98 cc. * 
The difference: -+++-++-++-. 8.5 ce. fe) 


0.0188 gm. of cysteine hydrochloride contains 0.0145 gm. of 
cysteine. And 8.5 cc. of N/10 NaOH corresponds to 0.034 gm. 
of NaOH. ‘Therefore 1 molecule of cysteine is equivalent to 7 
molecules of sodium hydroxide. 


121.14 x 0.034/0.0145 = 285 gm. NaOH 


The results of all the experiments mentioned above give risa 
to the conclusion that one molecule of cysteine corresponds to 
6 atoms of bromine, and also to one molecule of potassium bro- 
mate. The basis of the bromine-method for the determination of 
cysteine depends upon this conclusion. 


2. The Bromine- Method. 


To 10 ce. of about 10 per. cent hydrochloric (or sulphuric) 
acid solution of cysteine, add 10 cc. of about 20 per cent sodium 
bromide solution, and then titrate with one twentieth molecular 
potassium bromate solution, which contains 8.35 gm. of KBrO, 
in one liter of water, until a light yellow color is produced and 
remains for 5 minutes. In this case 1 cc. of the bromate solution 
corresponds to 0.00606 gm. of cysteine. 

In this determination bromine water can also be used instead 
of nascent bromine, but the latter is more convenient as the 
bromate solution is stable at least for 6 months, when it is kept 
in a closed brown glass bottle. 
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3. Titration of Cysteine Solution. 


(a.) Hydrochloric, and sulphuric acid solution, 


Acia Cysteine applied ms Tae Cysteine found 
gm. oa gm. 
Hydrochloric 0.0126 2.1 0.0128 


Sulphuric 0.0210 3.6 0.0218 


(b.) Concentration’ of acid. ‘The concentration of acid in the 
cysteine solution has no important meaning, but it is convenient 
= use such an acid solution that the final concentration i is about 

5 per cent, because in the case of lower acidity a longer time is 
required to complete the reaction. - 

Exp. 1. 10 cc. of cysteine hydrochloride solution eorrespond- 
ing to 0.0145 gm. of cysteine was treated in different concentra- 
tions of hydrochloric acid. 


Cysteine | 2 % HCl H,0 NaBr Cone. of KBrO, Cysteine 

applied added ‘| added added ‘HCl required’ found 
ce. ce, ce. Co. OCI SOO: gm. 
10. 20 0 - 10 10° Pl OB 0.0145 
10 4 16 10 7 EoD 24 | 0.0145 


Exp. 2. The same experiments were repeated with sulphuric 
acid with special reference to the time required for titration. 


Final conc. of 


Cysteine applied H.SO KBrO, Time in 

2 4 . i 

GG. Of cc. minutes 
79 

10 8.4 2.8 2 

10 5 2.8 ; 

10 18 2.8 

10 0.9 2.8 20 


(c.) Concentration of cysteine. ‘The concentration of cysteine 
in the sample solution has no influence upon the determination. 
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Exp. 1. 10 per cent hydrochloric acid solution of cysteine 
was used. 


Cysteine * ' Volume of 

solution | 5 7% HCl aes solution KBrO, 
cc. oi : an ce. 
10 — 10 20 2.45 


10 80 10 100 2.45 


Exp. 2. Sulphuric acid solutions of cysteine in different con- 
centrations were used. 


Sample | Volume of solution KBrO, 
cc. GG. : cc. 
10. 30 2.8 
10 6) 2.8 
10 120 . 2.8 


(d.) The concentration of sodium bromide. No influence 
was observed, as shown in the following experiments. 


Sample H,O NaBr KBrO, 
cc. ce. ce. co. 
10 — 10 2,45 
10 8 2 2.45 


(e.) Temperature. The following solutions in different tem- 
peratures were titrated with the same result. 


—eEE 


Oysteine hydro- 


choloride applied Temporature KBrO, Cysteine found 
(e) co. gm. 
gm. 
0.0235 20 3 0.0182 
0.0235 33 3 0.0182 


0.0235 52 3 0.0182 
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(f.) The cleavage products of gelatine which contained 
minute traces of tyrosine and cystine were added to the cysteine 
solutions and subjected to the determination. 


Cysteine applied KBrO, 
gm. Cleavage products Beh % 
0.01 not added 1.64 
0.01 added 1.70 


(g-) Determination of cysteine from its salts. Cysteine was 
accurately determined by titration from its hydrochloride and 
mercuric chloride double salt. 


Cysteine Cysteine 
se! oe calculated found 
0.14 gm. of C,H,,N.S,0, .Hg,Cl, ~ 0.0320 0.0323 
0.1278 gm. of C,H,NSO,.HCl ~- 0.0983 0.0960 


II. THe Iopme-Metxop. 


Although the bromine-methad described above is a rapid and 
accurate method for the determination of cysteine from its solu- 
tion, the method can not be used if the solution contains some 
amino acids, especially cysteine and tyrosine, which also react 
with bromine. 

The iodine-method described here is applicable in the presence 
of all the cleavage products of the protein. The basis of the 
method depends upon the fact that among amino acids cysteine 
alone reacts very actively with iodine, in an acid solution, and 
at a room temperature. And the principle of the method is to 
titrate cysteine in hydrochloric acid solution, in the presence 
of iodine, with a standard iodate solution. 


1. The Reaction of Iodine upon Amino-acids. 


According to my experiments, cysteine reacts very actively 
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to iodine, but all the other amino acids, known or unknown, 
which are present in the hydrolysate of casein and gelatine do 
not react with iodine in hydrochloric acid solution and at room 
temperature. ‘The results of the following experiments will show 
this fact. 

(a.) Some cysteine hydrochloride was dissolved in 20 cc. of 
two per cent hydrochloric acid solution, and 5cc. of 5 per cent 
iodide solution was added, and then titrated with standard 
potassium iodate solution until a permanent yellow color was 
obtained. The amount of the iodate required was proportional 
to the quantity of cysteine. 

(b.) The following amino acids, and the cleavage products 
of gelatine and casein were subjected to the same treatment as 
cysteine, but none of them reacted to any iodine, giving a yellow 
color with a drop of the iodate solution in the presence of iodide 
and acid. . 

{1.) Amino acids :—Glycocoll, alanine, valine, leucine, 
glutamic acid, aspartic acid, proline, tyrosine, phenylalanine, 
tryptophane, cystine, histidine, arginine and lysine. 

(2.) Gelatine cleavage products:—10 gm. of gelatine 
was completely hydrolysed as usual with hydrochloric acid, 
evaporated in vacuum into dryness, dissolved in water, de- 
colorized and then made up into 100 cc. containing 2 per 
cent hydrochloric acid. 

(3.) Casein cleavage products:—8 gm. of casein was 

completely hydrolysed by boiling with baryta, and the baryta 
was exactly removed by sulphuric acid, and then the solution 
was made up into 100 cc. containing 3 per cent. of hydro- 
chloric acid. 


2. The Relation between Cysteine and Iodine. 


As we now know that cysteine alone reacts to iodine in a 
certain condition, the next problem was to determine the relation 
quantitatively. On the first occasion I thought that one of the 
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following reactions would probably take place between cysteine 
and iodine, namely one molecule of cysteine oxidized by either 
one or six atoms of iodine, producing either cystine or cysteic 
acid respectively. 


CH,—SH CH. —S—S— CH, 


| | 4 
_ 24CH—NH?’} + 21 = CHNH, CHNH, + 2HI 
| | me 1% 
‘COOH COOH = COOH 


| | 
CH. NH, + 6I + 3H,O = CH—NH,+ 6HI 


sit | 
COOH COOH 


But according to the experimental results shown below, the 
reaction does not occur in such a simple ratio as shown by the 
formulae. The ratio varies not only with the concentration of acid, 
potassium iodide, and some other substances in the sample solu- 
tion, but also with the temperature of the solution. 

(a.) Concentration of acid. Definite quantities of cysteine 
and potassium iodide were mixed with hydrochloric acid solutions 
of different concentrations, and titrated with a standard potassium 
iodate solution. And the reacting ratio of cysteine and iodine 
was calculated by means of the equation, 5KI+KIO,+6HCl= 
6KC1+61+3H,0. 


Sample M/100 | Rage: 
i 9 Vol. of Cone. of KIO; Time Oysteine 
Cysteine | 56 KI | solution | HCl to 
gm. oo. 4 oe % ce. Todinon 
0.022 10 130 0.33 9.6 24 hrs. 1/3.3 
0.022 10 90 047 — 7.5 24 =~, 1/2.5 
0.022 .10 90 1.02 6.0 5 mts. 1/2.0 
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Similar experiments were also performed with sulphuric acid, 
and the result obtained in this case was in accord with that made 
with the hydrochloric acid solution. From these results we see 
that the higher the concentration of acid, the less iodine is re- 
quired for a definite quantity of cysteine, and the less time to 
finish the reaction. 

(b.) Temperature. 20 ec. of 2 per cent hydrochloric acid 


solution containing 0.01 gm. of cysteine was taken in two large ~ 


test tubes. To each 5 cc. of 5 per cent potassium iodide and 5 
ec. of 4 per cent hydrochloric acid were added, and the tubes 
were immersed in water of different temperature, and then titrated 
with M/300 KIO,. As soon as the titration was finished, a 
thermometer was inserted in the tubes to know the temperature 
of the liquid. The temperature was 20° and 25°, and the required 
volume of the iodate solution was 4.8 and 5.2 cc. respectively, 
From these experimental results we sce that the ratio of the 
reacting quantities of iodine and cysteine is influenced by the 
temperature of the reaction. 

(c.) Potassium iodate. As the following experimental re- 
sults show, the concentration of potassium iodide in the samples 
has also some influence on the reacting ratio of cysteine and 
iodine. 


Sample 
: KIO, 
Cysteine boo KE Volume Conc. of HCl 
ce. ce. ce. We cc. 
10 5 30 L7 28 
10 10 30 1.7 2.5 


(d.) Chlorides. Sodium chloride has no influence if its 
concentration in the sample is less than 20 per cent, but higher 
concentration has some influence. 


. =e 
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Sample 
KIO, 
Cysteine KI Volume HCl NaCl 
ce. ca. ce. % pce ee co. 
2 5 30 2 0 9,4 
2 5 30 2 10 9.6 
2 5 30 2 15 9.5 
2 5 30 2 19 9.6 
2 5 30 2 25 7.7 


1 


(e.) Cysteine. Under the same conditions, the requirement 
of the iodate solution is proportional to the quantity of cysteine 
in the sample-solutions. 


Sample 
KIO, 
z Mixture of hydro- < 
Cysteine lysate of g elatine KI Volume | HCl 

cc. ane at ce. cc. o. ce. Ratio 

1 10 5 30 2 115 1.0 

5 10 5 30 2 5.70 5.0 
10 10 5 30 2 10.80 9.5 


(f.) Amino acids. The hydrolyzed products of casein (6.596), 
and gelatine (6.0%) were separately mixed with cysteine solution 
and then titrated, at the same temperature in the same volume 
.and in the same concentration of hydrochloric acid and potassium . 
iodide as a standard iodate solution. As the following results 
show, the presence of all the cleavage products of casein and 
gelatine las no influence on the determination of cysteine, if the 
solution is titrated until the faintly yellow color obtained remains 
for only one minute, or until “the first yellow.” The experi- 
mental results are as follows :— 
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Sample i KIO, 
f l = 
No, |Cysteine| _ Gelatine oe 2% | 5% | 4% | First | Last 


in 2% hydrolysate 


: HOl | KI | HCl | yellow | yellow 
Hol | ina Ho. | 12,2% 


cc. cc, — GG. GG. GG, cc. - cc. 
1 1 a oS 79 |.5°| 5 | 475 | 475 
Q 1 = 19 mele ae ae 
3 1 19 2s == |} 64>. botae obs ee 
4 a es 20 —~)~5._| 68 | 1 drop | 1-arop 
5 — 20 — — 5 5 1 drop | 1 drop 


The first yellow color disappeared within a few minutes in 
samples No. 2 and 3, and a few drops more iodate solution were 
required to get the permanent yellow color or “the last yellow.” 
The phenomenon depends upon the fact that the titration-acidity 
is equal in all of the samples, but the true acidity of No. 2 and 
3 is much lower than that of No. 1. | 

From the results of all the experiments mentioned above we 
came to the conclusion, that the reacting ratio of iodine and 
cysteine varies under different conditions, but other amino acids 
do not react as cysteine does; consequently under a definite 
condition, we can determine an unknown quantity of cysteine in 
amino acids mixture, comparing it with a standard solution of 
cysteine. 


3. The Method for Determination. 


For the determination the following solutions are required :— 

(1.) About 5 per cent potassium iodide aqueous solution. 

(2°) Exactly 4 per cent hydrochloric acid. 

(3,) Exactly 2 per cent hydrochloric acid. 

(4.) M/300 KIO, which is prepared by dissolving 2.14 gm. 
of pure KIO; in 3 liters of exactly 2 per cent hydrochloric acid. 

This solution should be standardized for the standard cysteine 
solution, which is prepared by mixing 20 ce. of exactly 2 per 
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cent hydrochloric acid containing 0.01 gm. of pure cysteine* and 
5 ec. each of solutions (1) and (2). 

For the purpose of the standardization, titrate. the cysteine 
solution with the iodate solution until a yellow color is obtained 
and then read the temperature of the liquid in a similar manner 
as described in the preceding part dealing with temperature 
(iI, 2, b). The amount of the iodate solution required somewhat 
differs in different temperatures, for instance 4.65 cc. of the iodate 
solution corresponds to the standard cysteine solution at 17.5° C. 
Consequently it is convenient to make a table or a curve to show 
the relation between the temperature and the amount of the 
iodate solution required for the standard cysteine solution, and 
to use it throughout the experiment. The curve is given in the 
second paper (Okuka, 1925) and is therefore omi'ted here. 

Method :—Take 20 cc. of colorless, exactly 2 per cent. bydro- 
chloric acid solution containing from 0.005 to 0.05 gm. of cysteine, 
add 5 ce. each of solutions (1) and (2), and then titrate the 
mixture with solution (4) until the faintly yellow color obtained 
remains for one minute, and read the temperature of the liquid. 
Tf the temperature is 17.5° C. the calculation is made as follows :— 


0.01 x required volume of KIO, 


4.65 = Cysteine (gm.) in 20 ce. 


Application of this method. A solution containing 0.01 gm. 
of cysteine and 2 per cent hydrochloric acid per cc. was pre- 
pared. 1 to 5 cc. of this solution was made up to 20 ce. 
with pure 2 per cent hydrochloric acid or with 2 per cent hydro-’ 
chloric acid containing about 5 per cent of amino acids mixture 
obtained from casein and gelatine. To each of the samples thus 
prepared, 5 cc. each of 5 per cent potassium iodide and 4 per . 
cent hydrochloric acid was added and then titrated with the 
standard iodate solution, at 17.5° C. 


* When we have no pure cysteine, the standard cysteine solution can be 
readily prepared from cystine by means-cf the reduction with zinc dust and 
hydrochloric acid. 


214 Y. Okada: 


The acidity of all the samples was adjusted so as to be 
equal exactly to 2 per cent of hydrochloric acid, using azolithmin 
as the indicator. 

‘The experimental results follow :— 


Sample M/300 Cysteine 
Cysteine 2% HCl Amino acids Rws ee 
solution Hees mixture Na 
co. : ec. : Fou d Tueory 
a 19 — 465 0.010 0.010-(standard) 
1 ne ee 4.65 0.010 | 0010 
2 25 18 9.30 0.020 0.020 
5 10 5° 22.35 0.048 0050 


III. SUMMARY. 


1. Two methods, called the bromine method and iodine 
method, for the determination of cysteine are described. 

2. The principle of the bromine-method is to titrate cysteine 
with a bromate solution in the presence of acid and bromide. 
A single determination of cysteine by this method requires only 
a few minutes, but it can not be used in the presence of some 
amino acids such as cystine, tyrosine and tryptophane. 

3. The principle of the iodine-method is to titrate cysteine 
in a hydrochloric acid solution, in the presence of iodide, with 
a standard iodate solution. The procedure of this method is 
not so simple as that of the bromine-method, but the method 
is applicable in the presence of all the cleavage products of 
proteins. Consequently it is available for the qualitative and 
quantitative determination of cysteine in amino acids mixture. 

4. It was proved that to oxidize one molecule of cysteine 
to cysteic acid 6 atoms of bromine are required. 
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ANEW METHOD FOR THE DETERMINATION OF 
CYSTINE IN PROTEINS (THE IODINE METHOD).” | 


By 


YUZURU OKUDA. 
(From the Biochemical Laboratory, Department of Agriculture, 
(Kyushu Imperial University, Fulcuoka, Japan.) 
-(Received for publication, June 25, 1915) 


There are a number of investigations regarding the determi- 
nation of cystine in proteins; Goldmann and Baumann (1888), 
Suter (1895), Schulz (1898), Osborne (1900), Mérner (1901), 
and others tried to determine cystine as lead sulphide after heating 
the protein with caustic alkali. But these methods are not reliable 
as it is not yet perfectly known in what form oe as sulphur 
exists in proteins. 

Some authors as Mérner (1901), see (1900), Fried- 
mann (1902), Folin (1910), and Schmidt (1921) utilized the 
fact that the solubility of cystine is comparatively low, and could 
be easily isolated as a crystal. ‘These methods ‘can be used for 
the preparation of cystine but not for the determination of it. 

Some investigators have obtained not-readily soluble cystine 
_ compounds such as phosphotungstate (Winterstein, 1901), ben- 
zoyl derivative (Udranszky and Baumann, 1889), mercuric 
chloride (Borissow, 1894), @ naphthalinsulpho-compound (Ab- 
derhalden, 1903) and mercuric acetate (Neuberg. and Mayer, 
1905), and tried to make use of them for the” determination 
of cystine. But it seems that these compounds can not-be uti- 
lized for the exact determination, because their precipitation is 
incomplete, and also because some other amino acids make salts 
as difficult of solution as cystine. 

Among the compounds phosphotungstate was used by Plim- 


* A preliminary note was published in-the Jcurnal of Scient. Agr. Soc. 
Japan, 253, 784, [1923]. 
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mer (1913) for the isolation of cystine, and by Van Slyke (1911) 
for the determination of it. But it was pointed out by Hoffmman 
and Gortner (1922) that a part of cystine, after boiling with 
acid, gives rise to an isomer phosphotungstate of which is readily 
soluble. Conseqnently the phosphotungstate method seems to be 
insufficient as a method for the determination of cystine. 

Lately Folin and Looney (1922) devised a colorimetric 
method, using the uric acid reagent of Folin and Denis. But 
some chemical groups in proteins, other than cystine, give the 
same color as cystine according to our experiments. 

Several years ago Okuda (1919) proposed a titration method, 
which in contrast with the present iodine-method we may name 
“the bromine-method.” This method is very accurate and simple, 
but can not be directly used in the presence of some other amino 
acids, especially tyrosine. 

For the purpose of removing this disadvantage the present 
investigation was attempted and a new method is described here. 
This is an application of the iodine-method for the determination 
of cysteine described by Okuda (1925) in the preceding paper and 
based upon the fact that among amino acids cysteine alone reacts 
very actively to iodine in acid solution and at room temperature. 
The principle of this method is to reduce cystine, into cysteine, 
and to titrate the cysteine with a standard iodate solution in the 
presence of iodide and hydrochloric acid. 


I. Tue RELATION BETWEEN IODINE AND Amrno-ACIps 
TREATED WitH NASCENT HypDRoGEN. 


(a). Cystine :—Some cystine was dissolved in dilute hydro- 
chloric acid and reduced by the addition of some zinc dust. The 
filtrate was titrated with a standard solution of iodate, in the 
presence of some iodide, until a yellow color was produced. The 
amount of the iodate required is proportional to the quantity of 
cystine, if the titrations are made under comparable conditions. 

(b). Other amino acids :—Glycocoll, alanine, valine, leucine, 
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glutamic acid, aspartic acid, proline, tyrosine, phenylalanine, 
tryptophane, histidine, arginine and lysine were treated as cystine, 
but their solutions gave a yellow color with only a drop of iodate 
solution; that is, after treatment with nascent hydrogen, they do 
not react to iodine as cystine does. 

(c). Mixture of hydrolytic products of protein:—A diluted 
solution of the hydrolysate of gelatine was treated in a similar 
manner. It also gave a yellow color with a drop of iodate 
solution, but a concentrated solution required two or three drops 
of the iodate solution as the hydrolysate contains a minute trace 
of cystine. 

From the experimental results we see that, after treatment 
with nascent hydrogen, cysteine alone among amino acids reacts to 
iodine under certain conditions, therefore, after reduction, we can 
easily determine the sum of cystine and cysteine by the iodine 
method described in the preceding paper. 


II. REDUCTION OF CYSTINE. 


It is a well known fact that cystine is reduced to cysteine 
hy nascent hydrogen, bet so far as we know no attempt has 
been made to show this reaction on a quantitative basis. In 
order to know the time and concentration of hydrochloric acid 
necessary for the complete reduction, and also the quantitative 
relation between cystine and cysteine, the following experiments 
were performed. 

(a). Time :—0.282 g. of cystine was mixed with 100 ce. of 
3 per cent hydrochloric acid and a little zinc dust. The mixture 
was allowed to stand at 20°, being shaken now and then. After 
an interval of 10 to 240 minutes of reduction, a portion was 
filtered through with a dry filter paper, and 10cc. each was 
treated with both the bromine-method and the iodine-method for 
cysteine, with the following results. 
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Time M/20 K.BrOg. M/300 KIO;, 
in minutes cc. cc, 
10 4.65 3 13.5 
40 4.65 —_ 
120 4.65 — 
240 4.60 13.5 


According to the results of the experiments, the reduction 
was finished within 10 minutes and 0.0281 gm. (or 4.63 x 0.00606) 
of cysteine was produced from: 0.0282 g: of cystine. It is over 
98 per cent of the theoretical quantity, as calculated below. 

A very small portion of cystine was decomposed during the 
reduction and evolved as hydrogen sulphide. 


CH,-S-S-CH, CH,-SH 


| | | 
CH-NH, CH-NH, + 2H = 2| CH-NH, 


| | | 
COOH COOH COOH 


0.0282 x 242.28 (cysteine) 
240.26 (cystine) 
0.0281 x 100/0.0284 = 98.8% 


= 0.0284—theoretical number 


(b). Concentration of acid::—In each of 4 test tubes 2 cc. 
of a solution containing 0.0572 gm. of cystine was measured, and 
made up to 10 cc. with hydrochloric acid solutions in different con- 
centrations varying from 1 to 15, per cent. Some excess of zinc 
dust was added to each test tube and reduced at 22° for 30 
minutes. ‘They were then filtered separately with dry filter papers, 
and 5cc. each of the filtrates was subjected to the bromine 
method for the determination of cysteine with the following results. 


Concentration of HCl M/20 KBrO; 


1% 4.7 cc. 
4.65 
9) 4.7 


15 4.65 
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Within the limit of the experiments the concentration of 
acid has no influence on the reduction, and the production of 
cysteine was also about 98 per cent in these cases. 

From the resalts of the experiments (a) and (b), we see that 
1.01 gm. of cystine gives rise to about 1.0 gm. of cysteine by 
reduction at room temperature. 


Tl. Tae JopINeE-METHOD FoR CYSTINE. 


For the determination the following solutions are required :— 

(1). About 5 per cent potassium iodide aqueous solution. 

(2). Exactly 4 per cent hydrochloric acid. 

_ (3). Exactly 2 per cent hydrochloric acid. 

(4). M/300 KIO,, which is prepared by dissolving 2.14 gm. 
of pure KIO, in 3 liters of exactly 2 per cent hydrochloric acid. 
This solution should be standardized for cystine very carefully. 

Standardizing of the iodate solution :—Dissolve 1.01 gm. of 
cystine in 50 cc. of about 5 per cent hydrochloric acid and a few 
decigrams of zinc dust, leave it for 30 minutes at room temperature 
(about 20°C), shaking from time to time. Filter, wash and 
make it up to 100cc. with water. Take 1cc. of the freshly 
prepared filtrate immediately in a small dry Erlenmeyer flask or 
in a large test tube, mix with 19 cc. of exactly 2 per cent hydro- 
chloric acid, 5cc. of 5 per cent potassium iodide and 5cc. of 
exactly 4 per cent hydrochloric acid, and then titrate with the 
iodate solution until a yellow color is produced. Insert a_ther- 
mometer immediately in the mixed liquid to know the temperature 
at which the titration has been finished. ‘The volume (cc.) of 
the iodate solution required corresponds to 0.0101 g, of cystine. 

As the volume varies somewhat with the temperature of the 
experiment, it is convenient, to place 1cc. of the filtrate in each 
of several flasks or test tubes, and to repeat the same experiment 
several times at different temperatures, and to get a table or a 
curve showing the relation between the temperature and the 
required volume of the iodate solution. 
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The curve obtained was as follows :— 

In this temperature curve, 
Temperature Curve * the temperature in which the 
titration was finished was 
taken as the ordinate, and cc. 
of the iodate solution corres- 
ponding to the cystine solution 
25 as the abscissa. The cystine 
solution contained 0.0101 gm. 
of cystine, 20 cc. of 2 per cent 
hydrochloric acid, 5ec. of 5 
per cent potassium iodide, 


oO 
30 


and 5 cc. of 4 per cent lydro- 
chlcric acid. 
E Procedure :—Take from 1 
to 10 gm. (usually less than 
5 gm.) of protein, boil it with 
about three times its weight 
“5 3 < ‘5 of concentrated hydrochloric 
c.c. of M/300 KIO; acid (sp. gr. 1.19) under a 
for 0-0101.¢. of cystine reverted condenser, at first in 
a water bath and then on a 
sand bath, for 20 hours. Evaporate the solution under diminished 
pressure to remove the excess of the hydrochloric acid if the 
solution .contained more than 6 gm. of hydrochloric acid. Add 
some water, and decolorize it with the best charcoal by heating 
for 80 minutes, and then filter and wash with some boiling 
water. Cool the filtrate, and add a little zinc dust to it for 
the reduction of cystine to cysteine, leave it for 30 minutes 
afi room temperature, and then filter, wash and make it up to 
100cc. Take lec. of the solution for the determination of the 
concentration of hydrochloric acid in it, by means of titration 


10° 


* This temperature curve for 0.0101 g. of cystine is equal to that for 0.01 ¢g. 
of cysteine, 
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with a standard alkali solution. To the residual solution add a 
calculated quantity of 20 per cent sodium hydroxide (or if neces- 
sary bydrochloric acid), to make it into a solution containing 
exactly 2 per cent of free hydrochloric acid. After ascertaining 
by titration once more that the solution contains exactly 2 per 
cent hydrochloric acid, take a definite volume (20 cc. or less) of 
the solution in a small dry Erlenmeyer flask or in a large test 
tube, and make it up to 20cc. with exactly 2 per cent hydro- 
chloric acid. Add 5cc. of 5 per cent potassium iodide and 5 cc 
of 4 per cent hydrochloric acid, and then titrate with the standard 
iodate solution until the faintly yellow color produced remains 
for one minute. Read the temperature of the liquid, calculate the 
amount of cystine in the 20cc. of the solution, using the curve 
previously obtained. If the temperature was 17.5°C the cystine 
content in the final 20 cc. is as follows. 


0.0101 x required volume of KIO, 
4.65 


Remarks :—(a). For the determination of hydrochloric acid, 
azolithmine was used as indicator. 

(b). In this method the sample for a single etantaeing 
should. contain from 0.005 to 0.05 gm. of cysteine in 20cc. of 4 
per cent hydrochloric acid ‘solution. 

(c). Especial attention is called to the fact that both 
standardization of the iodate and the determination of cysteine 
must be made with an equal concentration (e.g. 2 per cent) of 
hydrochloric acid and with freshly reduced solutions. 

(d). If the original hydrolyzed solution contains some cystine, 
the results obtained as above express the sum of cystine and 
- eysteine. All the hydrolysates obtained as described, however, 
contained no cysteine. For the purpose of testing cysteine in 
the hydrolysed solution, add a few cc. of potassium iodide and a 
drop of the iodate. In presence of cysteine the solution remains 
colorless, but in its absence it gives a yellow color. This reaction 
is more sensitive than the well known nitroprusside reaction. 
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(e). If cysteine is present in the hydrolysed solution, the 
separate determination of cystine and cysteine is easily accom- 
plished by the iodine-method, titrating a sample-solution before 
‘and after the reduction, and calculating from the difference of the 
two results. In this case, if the titration was made at 17.5°C, 
4.65 ce. of the iodate solution corresponds to 0.01 gm. of cysteine, 
which will. be derived from 0.0101 gn. of cystine by the ——— 
with zinc and hydrochloric acid at room temperature. 

(f). The standard iodate solution keeps at least half a year, 
Ateitis preserved in a stoppered brown bottle. A standard other 
than M/300 may be used, but of course, it must be standardized 
for cystine. 

(g). It is convenient, for titration to use a burette which 
gives readings of 1/50cc., and also to know the volume of one 
drop run from the burette. 


TV. APPLICATION OF THE METHOD. - 


(a). Determination of cysteine in a solution containing amino 
acids other than cysteine :—5 gm. of hair was completely hydrolyzed 
as usual, most of the hydrochloric acid in the solution was removed 
by evaporation in vacuum, and the solution was decolorized, reduced 
and made up to 100cc. The solution contained ‘2.5 per cent 
hydrochloric acid but no cysteine.- 50cc. of the solution, there- 
fore, was diluted into 62.5cc. with water, to make a solution 
containing 2 per cent of hydrochloric acid. The-acidity was once 
more ascertained by means of a standard alkali solution, and 
then 2 cc, of the solution was mixed with 18 cc. of exactly 2 per 
cent hydrochloric acid and determined as usual. ‘The content of 
cystine in the solution was determined to be 12.6 per cent, 

(b). Separate determination of cystine and cysteinse :—100 ce. 
of the sample was prepared, which contained 0.053 gm. of cysteine, 
0.1 gm. of cystine, about 4 gm. of hydrolysate of gelatine, a little 
tyrosine and 2.27 gm. of hydrochloric acid. In this sample cystine 
and cysteine were determined by the iodine-method. 
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Cystine :—48 cc. of the sample solution was diluted with 
water into 54.5cc. to make it to 2 per cent hydrochloric acid 
solution, and 20cce. of the resulting solution was mixed with 5 cc. 
of 5 per cent potassium iodide and 5 ce. of 4 per cent hydrochloric 
acid, and then titrated with M/300,KIO,. 4.6 cc. of the iodate 
was required at 17.5°O or 0.055 gm. of cysteine was found in 
the total sample. 

Cysteine :—50 ce. of the original sample was reduced by the 
addition of zinc dust and then filtered. The filtrate contained 
exactly 2 per cent of hydrochloric acid. With 10cc. of the 
filtrate determination was performed as usual, and 7.4 cc. of 
M/300 KIO, was required at 17.5°C. Calculation of the result is 
as follows :— 


(7.4 x 0.01 + 4.65) x 10=0.159 gm.—Sum of cystine and 
cysteine as cysteine. 
(0.159 —0.055) x 1.01=0.105 gm.—cystine. 


Therefore, 
Applied Found 
Cysteine 0.058 0.055 
Cystine 0.100 0.105 


The slightly higher result might be ascribed to the fact that 
the gelatine con!ained a minute trace of cystine. 


VY. Accuracy OF THE METHOD. 


(a). ‘The quantity of the standard iodate solution is propor- 
tional to the concentration of cystine to a pretty large extent 
as the following experiments show. 

A cystine solution was reduced, filtered and made to a solution 
of 2 per cent hydrochloric acid. A definite portion of the solution 
was mixed with exactly 2 per cent hydrochloric acid to make up 
to 20cc., and then titrated as usual with following results. 
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Cystine applied KIO; 
g. Required Theoretical 
ce. ca. 

0.07 31.5 32.1 

0.0505 \ 23.1 23.2 

0.03827 14.5 14.8 

0.0101 4.65 4.65—(standard) 
0.00808 BW 3.72 
0.00404 1.9 1.86 
0.00202 0.98 0.93 
0.00101 0.52 0.47 


(b). A cystine solution of high concentration of amino acids 
is apt to give a slightly higher result, by reason of the fact that 
the true acidity of the solution decreases in the presence of much 
amino acid. But tbe largest error is less than 3 per cent if a 
sample solution contains less than 10 per cent of amino acids. 

For the purpose of showing this fact, 10 gm. of gelatine and 10 
em. of casein were separately hydrolyzed, and most of the hydro- 
chloric acid was removed dy evaporation and then reduced and made 
up to 100 cc. each containing exactly 2 per cent hydrochloric acid. 
With these solutions a definite quantity of cysteine freshly pro- 
duced from cystine was mixed and titrated until the yellow color 
obtained remained only one minute. The results were as follows :— 


Sample KIO, eae 
A Gelatine | Casein 0 in. % of 
oF Bteine cleavage | cleavage 296 Required | Theory thooetical 
in 2% HOl t ahat HCl 
on products | products oe cc. ce. number 
; cc. cc. 
1 — — 19 4.75 4.75 
— 19 — 1 0.15 — 
1 19 ae _— 5.00 4.90 2.0 
= — 19 1 1.30 a 


1 — 19 — 6.10 6.05 0.8 
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From these results we se2 that this method gives a slightly 
higher result in such proteins as contain as small a quantity of 
cystine as gelatine or casein. But in the case of most of the 
proteins which contain more than 0.5 per cent of cystine this 
method gives fairly accurate results. 


Vi. SUMMARY. 


(1). When treated with nascent hydrogen, cystine and cysteine 
alone among amino acids react to iodine very actively in acid 
solution and at room temperature. 

(2). A method for the determination of cystine is described. 
The principle is to titrate cysteine produced by the reduction of 
cystine, with a standard iodate solution in presence of iodide and 
acid. 

(3). The quantitative method must be done under strictly 
comparable conditions as regards the concentrations of acid, cysteine 
and the temperature of the solution etc. 
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ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN BIOCHEMIE. 


I. Mitteilung. Das Yorkommen der Arginase 
in verschiedenen Lebewesen. 


Von 
YUZO SENDJU. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasalci. 
Direktor : Prof. Dr. M. Tomita) 


(EHingogangen am 15. Juni, 1925.) 


Es mag befremdend erscheinen, dass bei der grossen Fiille 
der Beobachtungen uber den anatomischen Bau der niederen 
Tiere und bei deren Anwendungen zur Entscheidung mancher 
physiologischer Fragen, die Biochemie dieser Tierarten so wenig 
Beachtung erfihrt. 

Nachdem die vergleichende Anatomie, deren Autfgabe es ist, 
den Bau des Tierk6rpers vergleichend zu betrachten und dadurch 
die naturlichen Verwandtschaftsverhaltnisse der Tiere zu ermit- 
teln, fir die allgemeine Morphologie schon so vieles geleistet 
hat, kann man mit vollem Rechte erwarten, dass die vergleichende 
Methode auch fir die Biochemie wertvolle Resultate liefern 
werde, weil niimlich die Lehre von der vergleichenden Biochemie, 
die sich mit den in den Lebewesen ablaufenden chemischen 
Vorgangen vergleichend beschaftigt, in der Anbahnung eines 
klaren morphologischen Verhiiltnisses eine grosse Rolle spielt. 
Indem so beide auf den genannten Arbeitsgebieten gewonnenen 
Resultate sich gegenseitig ergiinzen und zu einem einlieitlichen 
Ganzen durchdringen, exispringt daraus eine helle Leuchte fir 
unsere Erkenntnis der tierischen Organisation. 

Da nun die Fermenttitigkeit beim physiologisch-chemischen 
Vorgang unentbehrlich ist, habe ich mir die Frage vorgelegt, eb 
die fermentative Zerlegung der Nahrungs- und Korperbestandteile 
und ihrer Bausteine zu den im Organismusreiche allgemein ver- 
breiteten chemischen Erscheinungen gehorts 
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Durch die grundlegenden Untersuchungen von A. Kossel 
und H. D. Dakin” wurde festgestellt, dass die tierischen Organe 
Arginase enthalten, welche das Arginin hydrolytisch in Harnstoff 
und Ornithin zerlegt. 

Nach dieser Entdeckung hat man der Verbreitung dieses 
Fermentes in Tierorganismen und Pflanzen erhéhte Aufmerksamkeit 
zugewendet. 

Dass ein fermentativer Argininabbau in Pflanzen uberhaupt 
stattfindet, wurde von K. Shiga” bei Hefe nachgewiesen. In 
Stierhoden stellte S. Mihara® das Vorkommen eines Fermentes 
fest, welches befihigt ist, das Arginin unter Bildung von Harnstoff 
und Ornithin zu spalten. A. Crementi* hat die Arginase in der 
Vogelniere gefunden, aber nicht in der Leber. Spiter hat nun 
S. Edlbacher® die Verbreitung dieses Fermentes im tierischen 
und pflanzlichen Organismus durch Formoltitrierung verfolgt, und 
er kam zu dem abweichenden Ergebnis, dass sowohl in der 
Vogelniere wie in der Hefe keine Arginase vorkommt. Seine 
ausgedehnten systematischen Untersuchungen haben ergeben, dass 
dieses Ferment nur in einem Organ, der Leber, vorkommt. Es 
findet sich aber nicht in der Leber aller Tierarten, insbesondere 
fehlt es in der Leber der Végel und der Reptilien. Im vollkom- 
menen Einklange mit dem letzten Ergebnis haben K. Felix und 
M. Tomita® auf Grund von Durchstr6mungsversuchen an isolierten 
Gdanselebern festgestellt, dass in der Leber der Vogel keine 
Arginase vorhanden ist. 

Es jst aber kaum denkbar, dass gerade der Vogelorganismus 
keine Arginase hat, also nicht die Moglichkeit besitzt, das 
Ornithin auf die bequemste Weise darstellen zu konnen, weil 
ndmlich an Végel verabreichte Benzoesdure und Phenylessigsdure 


1) H. 41, 321. 42, 181. 
_ 2) H. 42, 502 (1904) 
3) H. 45, 444 (1911). 
4) Zitiert nach Edlbacher, H. 95, 381 (1913). 
5) H. 95, 81 (1915). H. 100, 155 (1917). 
6) H. 128, 40 (1923). 
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nach der Entdeckung von M. Jaffé” und G. Totani” so leicht 
an Omithin gekuppelt werden. . 

Um diese riitselhafte Frage zu lésen und ferner die Verbreitung 
der Arginase in verschiedenen Organen und Organismen zu ver- 
folgen sowie zum Zwecke eines spiteren Vergleichs mit den 
morphologischen Verhiltnissen, habe ich eine Reihe von Versuchen 
an verschiedenen Organen von Voégeln, Amphibien, Reptilien,. 
Fischen und an den Mikroorganismen wie Hefepilzen und Bakte- 
rien angestellt. 

Da in einzelnen Organen verschiedene Fermente vorhanden 
sein sollen und so die primir aus dem Arginin entstandenen 
Spaltungsproducte nicht immer unverindert bleiben kénnen, 
sondern einen weiteren Zerfall erleiden, so erfordern diese Unter- 
suchungen eine genaue Bestimmungsmethode und auch besondere 
Kontrollyersuche. Von diesem Gesichtspunkte aus habe ich auf 
die Formolmethode Edlbachers” verzichtet, weil dieses bequeme 
Verfahren nur dann zuverlissig ist, wenn das aus dem Arginin 
entstandene Ornithin sich nicht mehr zersetzt, was in der Tat 
nicht immer der Fall ist. 

Fir die quantitativen Messungen der Arginase-Wirkung 
diente als Substrat das kohlensaure Arginin, welches aus Gela- 
tin durch Saéurehydrolyse leicht herzustellen war. Zuerst wurde 
das Arginin zuriickgewonnen, welches der Zersetzung eventuell 
entgangen war. Der Harnstoff wurde mit der bekannten Urease- 
methode bestimmt. ‘Das Ornithin habe ich nach dem Vorschlag 
von A. Kiesel* ermittelt. 

Das Arginin, welches wiederzurickgewonnen worden ist, wurde 
von dem Zugesetzten abgezogen und alle Berechnungen dann auf 
das tatsichlich umgesetzte Arginin bezogen. Es wurde berechnet, 
wieviel Harnstoff sich gebildet haben musste’ und auch wieviel 
Ornithin. 


1) B. X. s 1925. 

2) H. 68, 75 (1910). 
3) H. 95, 81. 

4) H. 118, 254 (1922). 
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Das Ferment fand sich, wie aus den nachstehenden Versu¢hen 
hervorgeht, nur in der Niere beim Vogel, in der Leber und zum 
Teil auch in der Niere der Amphibien und in der Fischleber. Bei 
Reptilien kommt die Arginase in der Niere, in der Leber, in der 
Milz und Pankreas vor. Die angegebene Reihenfolge giebt zugleich 
die Stirke des Spaltungsvermégens an. Endlich konnte ich das 
Vorkommen dieses Fermentes in Aspergillus oryzae feststellen, 
aber nicht in Bac. coli comm. 

Da moglicherweise das Blut einen Einfluss auf die Tatigkeit 
des Fermentes austibt, wurde die Wirkung von Vogelblut auf 
_ Arginin gepruft. Es zeigte sich aber ein negatives Resultat. 

Die Versuchsanordnung und Ausfiihrung der Analysen geschah 
folgendermassen : 

Eine Lésung von Arginkarbonat, deren Stickstoffzehalt genau 
festgestellt war, wurde mit einem bekannten Organbrei von frisch 
getéteten Tieren in Chloroformwasser unter Toluolzusatz im 
Brutofen digeriert. Nach 4 Tagen koagulierte ich das Eiweiss in 
der Siedehitze unter Herstellung schwach saurer Reaktion durch 
verdtnnte Hssigsiure, dann filtrierte ich das Koagulum ab. Es 
wurde sorgfaltig ausgewaschen ; die Waschwadsser wurden mit dem 
Filtrat vereinigt und auf ein bestimmtes Volum gebracht und ein 
aliquoter Teil desselben zur Harnstoffbestimmung abgetrennt. 
Der grdssere Teil diente zur Bestimmung des nicht umgesetzten 
Arginins und des aus Arginin entstandenen Ornithins. 

Die Losung wurde zur Bestimmung des Arginins und des 
Ornithins erst mit Phosphorwolframsdure gefallt und der Nieder- 
schlag wurde nach Ablauf einer bestimmten Zeit mit Baryt 
zerlegt und auf die bekannte Weise mit Silber-Baryt gefallt, der 
Niederschlag zerlegt, die Loésung des freien Arginins auf ein 
bestimmtes Volum gebracht und der Stickstoff nach Kjeldahl 
ermittelt. 

Das Filtrat von Arginin wurde auf Ornithin verarbeitet. 
Nach der Beseitigung des Silbers wurde es bis zur Trockenheit 
eingedampft, und der Ritickstand mehrmals mit siedendem Alkohol 
ausgezogen. Der Ruckstand des alkoholischen Extrakts wurde in 
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médglichst wenig Wasser aufgelést und nach dem Vorschlag von 
A. Kiesel” wurde das Ornithin durch einen grossen Uberschuss 
von Phosphorwolframsdure gefallt. Nach einigen Tagen wurde 
der Phosphorwolframsiureniederschlag zerlegt und die Lisung 
des freien Ornithins auf ein bestimmtes Volum gebracht und der 
Stickstoff bestimmt (N-Weri des Ornithins). 

Bei dem Versuche mit Vogelblut wurde das Eiweiss mit der 
Schenckschen Lisung (2.59§ Sublimat in 1% iger Salzsiiure) 
entfernt und die weitere Aufarbeitung geschah in der gleichen — 
Weise, wie oben geschildert ist. 

Selbstverstaindlich wurden jedesmal gleichzeitig und unter 
Innehaltung identischer Bedingungen folgende Kontrollbestim- 
mungen vorgenommen ; : 

o&) Ermittelung der bei der Autolyse von Organmaterial 
allein auftretenden Harnstoff-, Arginin- und Ornithinmenge. 

8) Konstatierung der Tatsache, dass eine gleich grosse 
digerierte wasserige Lésung von kohlensaurem Arginin giinzlich 
ungespalten blieb. ; 

Bei der Berechnung sind diese aus Organen allein entstehenden 
Mengen von den Zahlen des Hauptversuches abgezogen und aus 
dem Rest ist Arginin, Ornithin und Harnstoff berechnet werden. 

Zor Bestitigung der Ansicht, dass die Arginin-Abspaltung 
rein fermentativ geschieht, bediente ich mich andererseits bei 
allen Versuchen eines aus frischen Organen hergestellten Ferment- 
pulvers, welches mit Hilfe des bei anderen Enzymen schon 
mehrfach benutzten Aceton-Verfahrens bereitet war. IFrische 
Organe wurden zerkleinert, gut verrieben und mit Druck aus- 
gepresst. Der Pressaft wurde nun unter heftigem Umruhren in 
diinnem Strahl in Aceton gegossen. Das Ausgeschiedene wurde 
abgesaugt, mit Aceton gewaschen und im Vacuum tiber H,SO, 
getrocknet. Nach einigen Tagen “liess sich die braunrote Masse 
zu einem feinen Pulver verreiben. Zu den Versuchen diente eine 
wiisserige Lésung, welche ungefihr 1% Fermentpulver enthielt: 


1) H. 118, 254. 
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Es zeigte sich dabei, dass auch dem Fermentpulver, welches aus 
dem Organe hergestellt war, in dem ein Argininabbau stattfand, 
eine, wenn auch weniger wirksame, argininspaltende Kraft zukam. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus den nachstehend angefthrten 
Versuchsprotokollen. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 
I. Versuche mit Hthner-Organen. 
A. Versuche, mit Organbrei. 


Mit Chloroformwasser gut gemischter Organbrei und Blut 
von frisch getdtetem Huhn wurden mit einer Lésung von Arginin 
Karbonat, deren Gehalt durch N-Bestimmung genau festgestellt 
war, nebst Toluol vermischt und unter ofterem Umschiitteln bei 
37°C im Brutschrank belassen. Nach 4 tégiger Digestion wurde 
die Argininabspaltung auf die zuvor angegebene Art ermittelt. 

An den Kontrollversuchen habe ich festgestellt, dass in der 
wasserigen Losung eine hydrolytische Spaltung des Arginins nicht 
stattfand. 
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TABELLE I. 
g & Arginin Harnstoft Ornithin 
Bel 8 P a @ 18 ee 
Bes) Oreen: aE 3 by Umgesetzt e Gefunden 4 g2hs 
se| & | 28 é 2 |e2 a2 
N | 2% & mh |O Sen 
eee a a g g 1 Sea gol Se es, g 
1 |Pankreas| 3,6] 0,828 | 0,659 | (0,169, (20,0)| (0,057), 0 0 |(,116)) 0 
2 ” 12,0) 1,033 | 0,856 (0,177) (16,7) | (0,060,| (0,001)} (1,6) (0,123) 0 
3 »  |13,7| 1,033] 0,861 | 0,172) (16,6) | (0,059 (0,004)| (6,7)|(0,120)| 0 
4 | Milz 17,5} 1,033 | 0,851| (0,182) (17,6) |(0,062)(-0,003)} — |(0,126)) 0 
5 » {16,5} 1,033 | 0,840 | (0,193 (18,6)| 0,066] 0 0 |(0,134)| 0 
6 » | 22,0} 1,033 | 0,818 | (0,215 | (20,8) | 0,074] (0,003)| (4,0)](0,150)) 0 
7 »  |21,0] 1,033 | 0,796 | (0,237) (22,9)| 0,081 |(-0,004)} (4,9)|(0,165)| 0 
8 | Niere 20,0) 1,033 | 0,180) 0,853] 82,5 | 0,293] 0,248 | 84,6 | 0,595) 0,143 
9 a 28,5] 1,033 | 0,151 | 0,882] 85,3 | 0,303) 0,295) 97,3} C,617| 0.247 
10 as 27,5] 1,033 | 0,122 0,911] 88,1 | 0,313] 0,265] 84,6 | 0,638) 0043 
E la “ 28,5] 1,033 | 0,128 | 0,905] 87,6 | 0,312] 0,262} 83,9 | 0,635} 0,056 
12 |Darm | 52,5] 1,033 | 0,850 | (0,183 (17,7) | 0,060, (0,003)) (5,0)/(0,119)} 0 
13 »  |49,5] 1,033 | 0,840 | (0,193, (18,6) | (0,055 | (0,006)| (10,8)|(0,113)|' 0 
14 |Muskel | 50,0} 1,033 | 0,784 | (0,249) (24.1) | (0,085 0 0 |(0,174) 0 
15 » {31,5 1,033} 0,815 | (0,218) (21,1)|(0,074| 0 0 |(0,152)| 0 
16 | Blut 23,5] 1,033 | 0,819 | (0,214)| (20,7) | (0,073)| (0,004) (5,4)|(0,149)) 0 
17 2 0 


42,5| 1,033 | 0,792 | (0,241)] (23,3) | (0,083,(-0,002)| — |(0,168) 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass unter den von mir 
gewahlten Bedingungen der Niere allein die kraftige arginin- 
spaltende Wirkung zukommt, wibhrend in anderen Organen wtber- 
haupt keine Wirkung zu beobachten war. 

Die im Ornithin gefundene Stickstoffmenge ist in Wirklichkeit 
stets zu niedrig gefunden worden, hauptsichlich wohl infolge einer 
nachtriglichen Umwandlung des Ornithins durch Gewebsfermente. 


B. Versuche mit Organpulver. 


Zur Bestitigung der Ansicht, dass die Arginin-Abspaltung 
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fermentativ geschieht, stellte ich einige Versuche mit Organpulver 
an, welches mit Hilfe des Aceton-Verfahrens bereitet war. 

31 ¢ Arginasepulver aus Niere wurden in 300 ccm Chloro- 
formwasser gelést, man teilte die Lésing in 3 Portionen zu je 
100 ccm, die’ erste wurde dann mit einer bestimmten Menge 
Arginin-Carbonatlosung nebst Toluol vermischt und bei 37°C im 
Warmeschrank gehalten. 

Die anderen zwei Portionen wurden zur folgenden Kontroll- 
bestimmungen gebraucht : 

ce) Ermittelung der bei der Autolyse vou Organpulver allein 

auftretenden Harnstoffmenge. 

8) Feststellung der Tatsache, dass gekochtes Fermentpulver 

keine arginin-spaltende Wirkung hat. 
Die Befunde sind in den nachstehenden Tabellen verzzichne’. 


TABELLE II. 
Arginin Harnstoft Ornithin 
Organ- ~ iS 6 q S A 
N i= ~ = (o>) = ®o 
‘ pulver +3 HS A a eS a S Le 
Orgen| "34 g B 2s o 2 2 ~g 9 | merkung 
in 300 ccm.) %& cs g A 3 8 a) 
N =m p Q io) fQ 1} 
g gz g g S g g 
Niere | 100,0 1,033 | 0,738 | 0,295 | 0,101 | 0,069 | 0,206 | 0,084 
; fgokochtes 
; Organ- 
. 100,0 | 1,083 | 0,824 | (0,209)| (0,071)| 0,009 |(0,045)| 0 4) nulver 
verwendet 
o 100,0 0,011 0,006 — 


Bei Betrachtung der Tabelle sieht man, dass dem Ferment- 
pulyer aus Huhnerniere eine arginin-spaltende Kraft zukommt. 

Zur weiteren Konstatierung, dass der minimale Gehalt an 
Hlarustoff bei den soeben erwihnten beiden Kontrollversuchen mit 
Organpulver sich nicht durch sekunddre Spaltung hervorging, habe 
ich einige Versuche mit Hthnernieren angestellt. Dabei zeigte 
sich folgendes : 


oor eas 
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TABELLE II. 
A ialkc 
Seceupe pera mmonia 
der 
Organ zugesetzt vor dem Urease- nach dem. 
Organmenge Zusatz Ureasazusatz 
g 2 oe ines : g 
Niere 25,0 1,033 0,0056 0,1162 
as 25,0 0 : 0,0056 0,0077 


Es offenbarte sich somit, dass der Niere keine harnstoff- 
spaltende Kraft zukommt. 


II. Versuche mit Amphibien-Organen. 


A. Versuche mit Organbrei. 


Bei diesen Experimenten kamen Leber, Niere und Milz der 
Kréte in Anwendung; die Ansdtze wurden in derselben Weise 
bereitet wie vorher beschrieben. Die Befunde sind in der 
nachstehenden Tabelle verzeichnet. 


TABELLE IV. 


2a Arginin Harnstoff | Ornithin 
ee oe re = 3 lafes 
Nr.| Organ tc 2 : 8 3 E Umgesetzt a Gefunden 3 : = - FE 
esa) F | sé : B |g 284 
Ors| N | E& a Am jo ono} 
g g g g % g g& 26 g & 
1| Leber | 14,5 | 1,033/0,113} 0,920} 89,0} 0,317) 0,270 | 85,0) 0,645] 0,137 
2 OS 21,0 | 0,933 | 0,086 | 0,847 | 90,6] 0,292| 0,210| 71,9| 0,593 0,083 
3 x 26,0 | 0,933 | 0,085 | 0,848 | 90,8] 0,292 | 0,213 | 72,9] 0,592] 0,068 
4| Milz 0,6 | 0,933 | 0,799 | (0,134.)| (14,3)| (0,046)| (0,001)| (2,1)| (0,093, 0 
5 a. 0,5 | 0,933 | 0,766 | (0,167)! (17,8)| (0,057)| 0 — |(0,117) 0 
6 | Niere 4,0 | 1,033 | 0,624 | 0,409 | 39,6] 0,141 | 0,082 | 58,4] 0.287] 0,106 
ff of 5,0 | 0,933 | 0,580} 0,353 | 37,8] 0,121) 0,061) 50,4) — — 
8 " 5,0 | 0,933 | 0,579 0,354 | 37,8 | 0,121 | 0,093 | 76,8) 0,247] 0,091 
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B. Versuche mit Organpulver. 


Um das sichere Vorhandensein der Arginase in der Leber 
und Niere der Kréte festzustellen, wurden Versuche mit Organ- 
pulver unternommen, welches nach der vorher beschriebenen Weise 
bereitet war. 


Die Ergebnisse sind wieder tabellarisch niedergelegt : 


TABELLE V. 
Arginin Harnstoff Ornithin 
3% ~~ ~ ~ 
Organ- 4g S 2 B 2 a 
Organ| pulver x Hrs a Be ee a 3S |Bemerkungen 
lésung| & | SE bo 3 3 S 5 
2s rade a 8 3 8 ‘9 
NX = c Pp a) o>) aa) GS 
com. eRe » x : “s J g a g Rats 
Leber 100 | 0,933 | 0,098 | 0,835 | 0,288 | 0,237 | 0,586 | 0,043 
gekochtes 
as 100 | 0,933 | 0,863 | (0,070) | (0,024)| 0,010 | (0,050) 0 Organpulver 
100 0 0,003 eo — | 0,005 aoe = verwendet 
Niere 10 0,933 | 0,586 | 0,347 | 0,120 | 0,066 | 0,244 | 0,052 
gekochtes 
x 10 | 0,933 | 0,835 | (0,098) | (0,033)| 0,006 |(0,067)} 0 |} Organpulver 
2 10 620.0047] “Set bee Set cogs: | kee eee ee ea 


Aus den Tabellen IV und V geht hervor, dass in der Leber 


und Niere der Krote ein Arginin hydrolytisch spaltendes Agens 
vorhanden ist. 


III. Versuche mit Reptilien-Organen. 


Zu den Versuchen diente als Versuchsmaterial die Schildkrodte. 


Es kamen zur Untersuchung : Leber, Milz, Niere, Pankreas, Muskel 
und Darm. 
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A. Versuche mit Organbrei. 


TABELLE VI. 

3 Arginin . Harnstoff Ornithin 

3 ia A S % |a gZ 
ee 382 3 8: Umgesetzt 4 Gefunden = ang 

BRS) © | 8 : # H |e 3 ES 

ges| 8 |ES& ra a 6 saz 

g g g % g g % 1 

1 | Leber 28,5 | 0,933] 0,139} 0,794] 85,1| 0,276} 0,228 | 82,6] 0,584} 0,060 
2 < 21,5 | 0,933| 0,226] 0,707 | 75,7 | 0,243] 0,188 | 77,3] 0,495] 0,070 
3 | Milz 1,5 | 0,933] 0,203} 0,730} 78,2] 0,251} 0,208 | 82,8] 0,511] 0,152 
4 = 2,7 | 0,933] 0,305) 0,628| 67,3] 0,216] 0,191 | 88,4] 0,439| 0,036 
5 | Niere 7,5 | 0933] 0,093 | 0,840] 90,0} 0,289] 0,259 | 89,2] 0,589] 0,213 
6 “a 7,5 | 0,933] 0,267| 0,666] 71,3| 0,218] 0,214 | 98,1] 0,445] 0,127 
7 |Pankreas| 3,0 | 0,933 | 0,744] 0,189] 20,2 | 0,064 0,039 | 60,9} 0,130] 0,030 
8 5 1,5 | 0,933} 0,759] 0,266 | 22,9] 0,078] 0,049 | 62,8] 0,158] 0,015 
9 | Muskel 7,6 |.0,9383] — | — | — | — |(0,003)) — | — —_ 
10 | Darm 10,0 | 0,933; — _— — — | (0,004)) — = —_ 


B. Versuche mit Organpulver. 


2.2 g Arginasepulver aus Leber wurden in 300 ccm Chloro- 
formwasser gelést, 0.5 g Fermentpulver aus der Niere in 60 ccm 
Wassér, 0.2 g Acetonniederschlag aus der Milz in 60 com Wasser 
und 0.3 g Organpulver aus dem Pankreas auch in 60 com Wasser 
gelést und die so bereitete Fermentlésung wurde immer in 3 
gleichen Portionen geteilt. 

Versuchsanordnung wie vordem. 
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TABELLE VII. 


& Arginin Harnstoff Ornithin | 

> ns 

_ Bed pty pe) 

8 nN q NS i) ro} q 2 

Organ g 3S as a 4A 4 & rat () 

& g 3 3 5 & 2 3 z merkungen 
<2) 
S me g 

OR e (Em lop | a A | & 

cem. g g g g £ F 


ober 100. | 0,933 | 0,260 | 0,673 | 0,282 | 0.205 | 0,471 | 0,187 


gekochtes 
» | 100. | 0,466 | 0,569 | (0,097)| (0,033)} 0,006 | (0,067)| 0 | Oxgmputver 
verwendet 
Pe 100. 0 0,002 — — 0.003 — 
Niore 20. | 0,933 | 0,367 | 0,566 | 0,195 | 0,169 | 0,398 | 0,130 
gekochtes 
: 20. | 0,466 | 0,423 | (0,043)| (0,013)| 0,010 | (0,026) 0 |)Organpulver 
verwendet 
nd 20. 0: 156,008 |e POONS tees 
Milz 20. | 0,985 | 0,506 | 0,479 | 0,165 | 0,133 | 0,345 | 0,092 : 
gekochtes 
‘ 20. | 0,493 | 0,385 | (0,108)| (0,037)| 0,003 |(0,076)} 0 | Organpulver 
et 
‘ g0.5) | O00E | SSP = Paden) c= veENone 
Pank- 
20. 8 7 0,210 | 0,070 | 0,02 0,148 | 0,03 
reas 9 0,985 | 0,775 | 0,21 2 . gekochtes 
e 20. | 0,985-| 0,868 | (0,117 | (0,040)} 0,003 |(0,082)} — |} Organpulver 
: di 
| 20.1) “O-= | epur.| Ss=cls == | O0en ee bees ac: 


Aus den Daten der Tabellen VI und VII ist zu ersehen, dass 
sich die Arginin-Spaltung auch in Reptilienorganen vollzieht. Niere 
wirkt sehr kriftig hydrolytisch spaltend. Dieses Verhalten 
erscheint beachtenswert, weil man sich vorstellen kann, dass sich 
die fermentativen Vorgiinge im Reptilienorganismus zu denen des 
Vogels wie morphologische Verwandtschaftsverhdltnisse sehr 
ithalich verhalten. 


IV. Versuche mit Fischorganen. 


A. Versuche mit Organbrei. 


Verschiedene Organe der frisch getdteten Meerbrasse wurden 
zerkleinert wnd mit Chloroformwasser gut gemischt. Mit diesen 


—- 


: 
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Organbreien wurde die Argininabspaltung auf die angegebene 
Art gepriift, 

Die Ergebnisse werden in den nachfolgcnden Tabellen wieder- 
gegeben. 
TABELLE VIII. 


i 


| g § | Arginin Harnstoft | Ornithin 
lea re | S z | a. 2) 21 5 Se ee, eee 
Nr. Organ ig cE E bee Umgesetzt . a Gefunden | ¢ pat 
PAe ASS BA € % & x 26 g& S 
1 | Lebex| 10,0 ae 0,118] 0,867 | 88,0] 0,299 | 0,219 | 73,2] 0,€09 | 0,107 
rh 8,5 | 0,985] 0,322] 0,663 | 67,4| 0,227 | 0,175 | 77,0| 0461 | 0124 
3 |Milz | 1,7 | 0,985) 0,812} (0,173) | (17,5)| (0,059) | (0,007) | (11,9)| (0,120); + — 
4 a: 1,5 | 0,985} 0,871} (0,114) | (11,5)| (0,040)| (0,003) | (7.5)} (0.081) = 
5 |Niere| 3,0 | 0,985] 0,837] (0,148 )| (15,0)| (0,050)| (0,001)| — | (9,040)) — 
2. »» | 0,985! 0,852! (0.133) | (11,4)} (0,044) | (0,001)} 22,6] (0091); — 
7 |Darm| 13,5 | 0,985 0,775) (0,210) | (21,3) 0,073 | (0,001) | (1,8)| (0,148), — 


Aus der Tabelle geht hervor, dass der Leber des Fisches eine 
arginin-spaltende Kraft zukommt. 


B. Versuche mit Organpulver. 


TABELLE IX. 


Argittin Harnstotf Ornithin 
12995 = = = 
Organ- g a S S) a ® 5 
- ws i £ @ rb) =I mS a pa) Be- 
Orgnn | pulver- 2 Bg L | 3 a = | 
lésun & ge oD 3 2 2 5 | merkungen 
8 on oF ¢ ha pm u C= 
S fee vn I © o ° & 
N = wD P oa) o- eal a | 
ccm. g Zz g g gz 4 g 


| 


Leber 100. 0,985 | 0,781 | 0,204 | 0,070 | 0,040 | 0,143 | 0,034 


gekochtes 
” 100. | 0,985 | 0,868 | (0,117 | 0,040 | 0,002 | 0,087 0 | Orgrnyntves 
ie, | verwendet. 
. 100. oO 00027 =. =e | 0,008 | = — 


Damit ist die Ansiclit bestitigt, dass die Argininabspaltung 
in der Fischleber fermentativ geschieht. 
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V. Versuche mit Mikroorganismen. 


A. Versuche mit der Hefesuspension und Bakterienemulsion. 


Als das geeignetste Material fir die chemische Untersuchung 
des einfachen, nicht zu den komplizierten Geweben organisierten 
Protoplasmas gelten Mikroorganismen. 

Dass das Arginin durch gewisse Bakterien gespalten wird, ist 
durzh den Versuch Ackermanns” sichergestellt. K. Shiga” 
steilte das Vorkommen der Arginase im Hefepressaft fest, wahrend 


_Edlbacher® spadter durch Formoltitrierung zu abweichenden 


Ergebnissen kam. 

Um die hydrolytische Wirkung verschiedener Mikroorganismen 
aut Arginin zu priifen, habe ich eine Reihe von Versuchen an 
Aspergillus oryzae und Bacillus coli angestellt. 

Der fir die Kulturen des Aspergillus oryzae verwandte 
N&hrboden hatte folgende Zusammensetzung: Zu jedem Liter 
sterilisierten Wassers wurden 10.0 g Fleischextrakt, 10.0 g Pepton 


‘Witte, 5.0 g Kochsalz, 20.0 g¢ Traubenzucker, 25.0 g Agar 


zugesetzt. Die Kultivierung dauerte 2 Tage. 

Die aus dem Nahiboden getrennte Hefemasse: wurde in Wasser 
suspendiert. Mit dieser Hefesuspension habe ich die Arginase- 
wirkung von Aspergillus oryzae gepruft. : ) 

Zur Feststellung der Arginase-wirkuag der Bakterien habe 
ich Bac. coli comm. auf dem Schiefagar-Nahrboden ausgesdt und 
bei 27°C gezuchtet und mit sterilisiertem Wasser zu einer Emulsion 
verarbeitet. 

' Mit der Bakterienemulsion habe ich die argininspaltende 


’ Wirkung ermittelt. Es fand sich keine Arginase in Bact. coli. 


Die Resultate werden im folgenden mitgeteilt. 


1) H. 56, 305 (1908), 
2) H. 42, 502 (1904). 
3) H. 95, 81 (1915), H. 100, 155 (1917). 
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TABELLE X. 
2G Arginin Harnstoff Ornithin 
~» 
|S on 3 ~~ ~~ ~~ 
33'| 8 a | $8 3 8 g 
Nr Mikro- [SS E| © ag S a2 us! a Gefunden 
‘| organismen |'F a 2 3 5 oA g | = | (nach dem 
ges| FP | es g 5 ‘3 & | N.im P.WS. 
N E & p A ie) aa Nieder) 
g ra z beg gli og 
Bac. coli 0,985 | 0,919 | (0,066)| (0,002)| 0,001 | (0,004) 0 
“6 0,493 | 0,444 | (0,049)| (0,001)| 0,002 | (0,003)) 0 
3 | Aspergyllus| 99 | 0,985 | 0,499 | 0,486 | 0,166 | 0,158 | 0,338 | 0,081 
oryzae 
4 he 1,4 | 0,493 | 0,173 | 0,320 | 0,109 | 0,097 | 0,221 | —_ 0,065 
B. Einwirkung der mit Alkohol behandelten Hefe- 
TABELLE XI. 
Arginin Harnsioff Ornithin 
3.2 g 
Hoefe- ree Bemer- 
pulver | Zu- 5 3 Um- | Be- Ge- Be- Ge- kungen 
in gesetzt| 35 | gesetzt |rechnet | funden | rechnet | funden 
100. cem oS 
m— 
com | § 8 4 8 gs gs gs 
50. 0,985 0,889 0,096 0,032 0,010 0,065 0,007 
gekochtes 
50. | 0,985 | 0,905 | (0,080) | (0,027) | 0,001 | (0,056); 0 — | Hefe- 
pulver 
verwendet 


Nach Tabelle X und XI unterliegt es keinem Zweifel, dass 
in Aspergillus oryzae ein Arginin hydrolytisch spaltendes Agens 
vorhanden ist. 

Ubereinstimmend mit der Angabe Hinos” war keine arginin- 
spaltende Wirkung in Bac, coli comm. zu beovachten. 


1) Hino H. 133, 114 (1924). 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Arginase kommt bei Vogeln nur in der Niere vor. 
Die Ferment findet sich in der Leber und zum Teil auch 
in der Niere der Amphibien. 


-Bei Reptilien kommt die Arginase in der Niere, in der 


Leber, in der Milz und im Pankreas vor. Die angegebene 
Reihenfolge giebt zugleich die Starke des Spaltaungs- 
vermogens an. 


Die Fischleber enthalt ein Arginin hydrolytisch spaltendes 


Ferment. 
Man findet dieses Ferment in Aspergillus oryzae, aber 
nicht in Bac. coli comm. 


— 


STUDY ON THE RENAL FUNCTION DURING 
PREGNANCY. 


By 
KO YAMADA. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imzerial University. Director : Prof. S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, April 12, 1924.) 


I. INTRODUCTION. 


Among the several abnormal symptoms occuring in pregnancy 
the renal disorder is perhaps the most common and_ prominent 
one. As to its ethiology, however, there is at present none, if 
any convincible theories, though a vast amount of work has 
been presented by many investigators in this field. One assumes a 
toxic substance which is one of the cleavage products of the protein’ 
caused by some unusual ferments appearing in foetal life(Hofbauer, 
Franz and Zondek 1923), while the other ascribes it to the 
cramp of blood vessels (Hinselmann 1922) or the abnormally 
high abdominal pressure in the progress of pregnancy, which causes 
the retention of urine (Halbertsma 1884) as well as the retarda- 
tion of blood circulation (Leyden 1881 and Zangemeister 
1919 etc.). 

Recent advance in the technic of biochemical research has 
brought about many promising and reliable means to test the renal 
function. And it is due to the advantage of using these means 
that the writer undertook the task of getting a thorough know- 
ledge on the renal function during pregnancy and, if possible, to 
acquire clearer conceptions than ever on the cause of the impair- 
mat of kidney due to pregnancy. 

The experiment was undertaken ou the rabbit on account of its 
short gestation period. In each experiment usually 8 kinds of 
rabbits were used ; normal, pregnant and puerperal, each of whici 
weighing approximately 2.5 ke. ‘Their daily ration per kilo body 
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weight consists of 100 gm. of “Tofukara’” (bean clesis) and 50 
em. of fresh cabbage. 

The urine was collected by means of a catheter once or 
sometimes thrice a day and as soon as possible put for analysis. 


II. EXAMINATION OF RENAL FUNCTION OF PREGNANT ANIMAL. 


In studying the excretion of the renal constituents it is con- 
venient and sometimes necessary to work with a limited amount 
of urine excreted during a part of the day, without collecting 
the total day volume. If there is a constituent in urine, the 
excretion of which remains constant all the time, we can use 
this as a sort of standard for which the change of excretion of 
other constituents may be compared. 

The creatinine excretion under normal condition of life is 
said to remain constant for every individual, so long as the 
creatinine content of food is maintained the same and is inde- 
pendent of the variations of the amount of urine and of its other 
constituents as total nitrogen, urea-N and NaCl. 

Whereas W. T. Rosvandenberg (1912), and L. Seitz 
(1913) asserted the increase of creatinine excretion during pre- 
gnancy. A. T. Doeschats (1907), K. Mukai (1923) and others 
found its decrease. Heynemann (1912) and Gammeltoft 
(1911) claim, moreover, that it is fairly constant during pregnancy 
and increases after delivery. To affirm at first which of these 
divergent opinions is the real one, 1 have determined the amount 
of the daily creatinine output per kilo body weight at variors 
stages of pregnancy by the microchemical modification of Folin 
(1914), the result of which being shown in Table I. 


Study on the renal function during pregnancy. 


TABLE I. 
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Daily output of creatinine per kilo bodyweight at various stages of pregnancy. 


(Number of days in the brackets means the length of time 
during which amount of creatinine was taken.) 


No. of ; Gravid ; 
Calis Non-gravid ; ‘After delivery 
Former half Latter half 
2 6.0897 @ days) | Bois day) | 
40 — — 0.0372 (3 days) | 0.0428 (2 days) 
41 0.0340 (1 day) | 0.0394 (7 days) | 0.0330 (3 days) | 0.0373 (2 days) 
43 0.0356 (1 day) | 0.0437 (7 days) | 0.0378 (2 days)| — 
44 0.0388 (4 days) | 0.0400 (1 day) | 0.0421 (7 days) — 
45 0.0477 (3 days) | 0.0406 (7 days) | 0.0430 (2 days) | 0.04€0 (3 days) 
52 — — 0.0470 (2 days) | 0.0476 (2 days) 
60 0.0316 (1 day) | 0.0368 (3 days) | 0.0356 (2 days) — 
64 —_ 0.0467 (3 days) | 0.0471 (1 day) _ 


As will be noticed in the table the daily amount per kilo 
body weight is almost constant in the same individual. This 
constancy of creatinine excretion furnishes us a valuable means 
to compare the amount of other urine excretes under any condi- 
tion even when the ‘total value of daily urine is unknown, as we 
can obtain comparable value by dividing the amount of each of 
these excretes in an aliquote volume of urine by the amount of 
creatinine in the same volume of urine. 

In all of following experiments, therefore, when I determined 
the amount of several constituents of urine in different periods 
of pregnaney and after delivery, the amount of creatinine was 
also determined and the variation of excretory activity during 
different periods was compared. 


A. Excretion of Urine. 


On the daily amount of urine conflicting observations hitherto 
have been reported. According to the experiments of Hofbaur 
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(1910), Zangemeister (1913), Haselbach and S. A. Gam- 
meltoft. (4915), Munk (1919), Franz und Zondek (1923) 
ete. it is stated that the excretion of urine diminished in 
advanced pregnancy. But this fact was not ascertained by 
Zacharjewsky (1894), Birnbaum (1908), Holzbach (1913), 
Fetzer (1913), Eckert (1913), Werner (1922) ete, 

'The author’s experiment on this point, as seen in the ‘Table 
II and figure 1, shows that the urine volume increases in the 
first half of pregnancy and decreases in the latter half, while 
after delivery it. increases again quite rapidly, returning to its 
normal level within 10 days. 


TABLE II. 


Daily amount of urine of rabbits during pregnancy and after delivery. 


a Amount of urine : Amount of urino 
JAYS 
Body weight (kg.) Amount of creutinine 
Non-gravid 
(14 rabbits) 83.9 Q 1971 
During pregnancy 

1-5th (15 rabbits) 98.4 2129 
5-10th (13 1020 2337 
11-15th MS 2s eae 2115 
16-20th | OUR ee ey Es 1592 
21-25th ay =. y 66s 1668 
26-30th | 20. 4) «B88 1342 

Aftoxr delivery 
teste -' 8 gabbits) . 768 1842 

| ols 
4-6th (10 apace ine 2389 
79th (A Lies we B80 2194 
10-12th C2 sys Suncine 2197 
| 9 | 

erty | SN Gi Gage ome, | 3533 


as 
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Fig. 1. 
Amount of urine excreted during pregnancy and after delivery 
(Normal level is shown with ---- in the figure.) 


Urine 
Creatinine 
2500 
2900 
1500 
ae 5 10 15 2 9 3 3° 6 9 12 days 
During pregnancy. After deliv. 
Urine 


Body weight (kg.) 


5 10 15 20 25 50°35 6 9 12 days 
E Daring pregnancy. After deliv. 

Notwithstanding the variation of urine during different periods 
of pregnancy- the specific gravity of urine remains almost the 
constant, (as Zangemeister 1908, Buttner 1906, C. Ikeda 
1921 ctc.) ‘This is also in very experiments as in ‘Table III. 

TABLE IL 
Specific gravity of urine. 


Xo. Me hi Tetike Gravid Days after delivery 

rabbit | soneep. | Former half | Gatter half | 1-3ra | 4-6th | 7-9th 
0 ae -- I 1019 116 | 1016 | — 
41 "1020 | 1018 | 1019 = 1018 | 1015 
42 1015 1018-2] 1017 1018.) 20%6 oh 
43 1016 1017 be ss 1019 hacer = pe 
t4 qo2t | W2)) | > 1020 ap dae: =3 = 
A5 wiT | 1017 1017 | 1019 |. 1018 | 
56 wet | 1017 1019 i Chee eee 
60 yo20 | 1018 ! 1018 Paid oe — 
64 a4 1019 1019 lane ee 
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To examine the excretory function of urine in different periods 
of pregnancy a.certain amount of water, 40 cc. per kilo body 
weight, was given by mouth to each group of these animals and 
amount of urine at ten minutes intervals during five consecutive 
hours. was followed up. The results are summarized in the 
following table (Table IV), the hourly amount of urine divided 
‘by body weight being compared in each group. 

With the administration of water the animal was fasted 
for 5 hours and the total amount of urine during these hours 
was also compared. 


TABLE IY. 


The rate of urine excretion after administration of 40 cc. of water per 
kilo body weight. 


The volume of urine per kilo bodyweight. 


Peri = : : é 
Dons Non-gravid Gravid After delivery 
(Average of (Average of (Average of 
rabbits) 7 rabbits) 4 rabbits) 
During 24 hours in | oe. | Pe ce. 
the previous day 83.0 53.1 | 62.7 
h cc. ce. , cc. 
0-1 7.0 Pw) = 28 
1-2 21.2 10.8 17.5 
DiS 63 18.9 10.9 20.4 
3-4 7.8 16.0 15.6 
4-5 3.3 1.9 2.3 
Within above | 
53.2 cc. 41.8 cc. 58.3 cc. 
5 hours 
Within 24 hours 73.3 co. 61.8 cc. 91.3 cc. 


The specific gravity of the urine in the above experiments was 
also hourly followed and indicated in the following table. 
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TABLE V. 


Specific gravity of hourly urine after the administration of water 40 cc. 
per kilo. body-weight. 


State and number of rabbit 


Periods 


Non-gravid Gravid After delivery 
(6 rabbits) (7 rabbits) (4 rabbits) 
h eo . hee AP ed 

0 1022 1020 . 1023 

0-1 1007 1013 1011 

3 1004 1007 1010 

2-5 1009 1008 1007 

3-4 1015 1008 1017 

4-5 1020 1017 1014 


5-24 1021 1018 | 1020 


As will be seen from this table the specific gravity of urine 
does not change appreciably after administration in the rabbits 
under the above different conditions. 

This corraborate the idea that the concentration power of the 
kidney is not affected during pregnancy. 


B. Excretion of NaCl. 


Zinsser (1914), E. Holzbach (1915), Munk (1919) and 
others state that the excretion of NaCl diminishes in advanced 
pregnancy, while C. Ikeda (1921), Zangemeister (1913) re- 
ports that it is not disturbed. On the other hand Fetzer (1913) 
and Eckert (1913), Birnbaum (1908), K. Nakai (1923) pub- 
lished the opinion that it does not alter to a considerable extent. 

‘The writer investigated this relation under possible precau- 
tions, the results of which being given in the following table VI 
and figure 2. 
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TABLE VI. 


Daily amount of NaCl excreted during pregnancy and after delivery. 


Amount of NaCl | Amount of NaCl | Amount of NaCl 


Days Body weight (kg.) | Amount of urine Amount of 
creatinine 


Non-grayid 


(12 rabbits) 0.106 2.62 0.141 


During pregnancy 


“15th ( 9 rabbits) 0.129 3.05 0.144 
@10th.t *. 3, ) 0.108 246 0.102 
11-15th"(10-> ,,. 0.089 217 0110 
16-20th (7 ., ) 0.060 157 ~ 0.099 
Q-25th (11, +) | ~S=s«82070 1.75 0.114 
26-30th (10 4, ) 0.052 1.06 0.112 


After delivery 


1-3th (7 rabbits) 0.085 2.04 0.120 
46th (6'% ) 0.111 2.31 0.092 
7-Ith (3 5x ©) 0.122 3.57 0.125 
10-192), 2) 0.135 3.86 0.154 
1-170 (1) 0.134 3.82 0.154 


_ 
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Fig. 2. 
Amount of NaCl excreted during pregnancy and after delivery. 
(Normal level is shown with ---- in the figure.) 
NaCl 


Creaxinine. 


018 
0.14 
0.10 


0.06 
20 


30 3 6 Q 12 days 


After delivery. 


mm OA 


10 


During pregnancy. 


15) 207 25 


NaCl 
Body weight 


0.14 
0.10 


50. °35-36 O-12 days 


After delivery. 


0.06 


0.02 


15 
During prognancy. 


SO 6.48 .2 12 days 


After delivery. 
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This relation could be more clearly demonstrated when the 
animal was fed with 1 gm. of sodium chlorid per kilo of body- 
weight as is seen in table VII and figure 3. 


TABLE VII. 


Tho rate of oxcretion of NaCl on administration of NaCl 1 gm. per 
kilo. bodyweight. 


¥ NaCl 
Creatinine 
Hours after 
administration Non gravid Gravid After delivery 
(5 rabbits) (5 rabbits) (3 rabbits) 
h 
0 2.74 1.9 3.3 
0.5 3.04 1.7 14.1 
1:0 28.4 -1.0 45.9 
15 35.9 7 69.6 
2.0 DEL Sian 78.0 
2.5 52.8 1.0 62.7 
3.0 40.9 2.0 65.4 
3.5 37.3 2.6 57.0 
4.0 37.9 15.9 45.0 
4.5 40.7 35.1 45.0 
5.0 24.6 33.2 40.8 
5.5 24.9 30.0 : 37.4 
6.0 26.6 28.1 25.5 
h 
24.0 31.1 10.3 11.6 
4 8.0 5.3 6.5 2.9 
72.0 3.6 4.6 2.9 
96.0 4.3 2.3 —_ 
120,0 BH 2.5 — 
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Fig. 3. 


The excretion of NaCl in urine on the administration 1 gm. 
‘NaCl per kilo bodyweight, 


NaCl 


Creatinine 


100 


26 48 72 96 = 120 


Hours after administration 


«—+—- Non gravid 


Gravid 
— — — After delivery 


The table VII and the tigure 3 show that in pregnancy the 
excretion of NaCl begins to increase and reaches its maximum 
much later than in other cases. Furthermore the maximum value 
is much smaller and tends to decrease to normal value more 
rapidly. 

_ This retention of NaCl in the pregnant animal is accom- 
panied with the retention of water which is indicated by the 
bodyweight of the animal when compared with other animals, as 
will be seen in table VIII. 
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TABLE VIIL. 


The excreted amount of NaCl and the change of the bodyweight of the 
rabbits at different poriod of pregnancy, after administration of NaCl 
1 gm. (dissolved in 40 cc. water) per kilo. body weight. 


“4 After 


State Non-gravid Gravid delivery 
No. of rabbits 53 80 83 89 84 86 82 
NaCl excreted % a4 0” 07 % iY % 


within 24 hours 70 70 6 ki 
131.6 18 | 1466 | 361 32.4 i 
NaQl administration * 6 55.2 132.4 


‘Change of ae 
: say: gm. gm gm. . gm. gm. gm. 
bodyweight within} _¢4 _59 —40 30 15 “3 _95¢ 


first 4.5 hours 


To trace out the fate of incorporated NaCl and H,O within 
the body of pregnant animal, their distribution in maternal and 
foetal bodies was studied. 

24 hours after administering 1 gm. of NaCl and 40 cc. of 
water per kilo bodyweight the animal was killed, and the total 
body of mother and foetus were separately dried and pulverised. 
The results of determination of water and scdium chlorid obtained 
from the duplicate experiments are indicated in the following 
table. ; 


TABLE IX. 


Content of NaCl and water in maternal and footal bodies. 


=~ 


t ate ; NaCl 1 gm. per kilo 
No administration . ame 
bodyweight adm tered. 
Kind of rabbits Sy ER ae oe 
NaCl H,O . NaCl H,O 
Non-gravid % % Oe 6 
(2 rabbits) 0.1316 76.12 po pac, 
Mother 
(2 rabbits) 0.1580 17.25 (2 rabbits) 0.1712 78.92 
Foetus 
(3 rabbits) 0.2959 83.63 (5 rabbits) 0.4417 85.62 
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From these observations it seems obvious that the foetus 
contains water and NaCl quite abundantly, and when the mother 
is forced to take much NaCl, the foetus reserves it in concentra- 
tion 2.6 times higher than that of the mother. 

This ability of retaining salt and water seems generally to 
be shared by all younger animals. The following experiments 
on the senile rabbits of about 2.5 kg. bodyweight and the younger 
ones of about 300-500 gm. gives some information on this point. 


TABLE X, 


The amount of NaCl excreted and the change of bodyweight in several 
hours after injection of salt solution in senile and ybung rabbits. 


State Senile Young 


No. of rabbits so | s3 | 105 | 53 | 96 | 97 | 98 | 99 | 100 


eS ee ee ee 


Amount of NaCl % og % og oO og 


: % | % | % 
exereted during | ¢23| 603 650| 66.7| 450| 470} 75. 
Geis k Ghoul 3 6 45.0 7.0 | 75.0] 23.5] 64 
Average | 63.6 % | 50.9 % 
| 
Change of em| gm] gm/] gm| gm gm{/ gm] gm| gm 
bodyweight —60 | —40 | —59 | —64 | —30 | —20 | —5 0 | —35 


Hitherto it has been believed by most investigators in this 
line, that the retention of water and NaCl during pregnancy might 
be ascribed to the disordered function of the kidney. The writer 
is, however, of the opinion based on the experiments above men- 
tioned that this is at least not a chief factor in the phenomenon 
involved, but the strong avidity of foetus for such substances must 
play a more important role in this case. 


C. Excretion of Iodine. 


Examining the amount of Iodine excreted in an individual during 
24 hours after the administration of a certain amount of potas- 
sium iodide, Schlayer and Takayasu (1907) and Jonas (1914) 
assert a decrease of the output of iodine during pregnancy, while 
Hofbauer (1910), Werner (1915) and Jaschke (1913) Holz- 
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bach (1915) insist upon the increase of its excretion. Unfortu- 
nately, however, the previous workers failed to follow the amount 
of the excreted iodine in the urine quantitatively and successively 
so as to be able to observe the beginning and the end of its 
excretion. 

Taking these moments into consideration the writer undertook 
the following experiments. 

50 ce. of 0.19% KJ solution were administered to the animal 
orally and the begin of its elimination in urine was noticed and 
its amount was determined after Sandow’s method. 

The results are as follows :— 


TABLE XI. 


> iodine in urine as : 
The ratio ———————_——— after administration of KI. 
creatinine in urine 


Hours Non-gravid period Gravid period After delivery 
(3 rabbits) (3 rabbits) (3 rabbits) 
0.5 0 0 0 
1.0 0 0 0.004 
15 0.02  ONsie 0.04 
2.0 0.87 0.11 0.97 
2.5 1.21 0.55 177 
3.0 1.23 0.30 1.05 
3.5 0.99 Z 0.56 1.67 
4.0 0.69 0.33 0.61 
4.5 1.84 1,82 0.46 
5.0 0.81 1.09 0.20 
5.5 0.58 OS 0.08 
6.0 ; 0.98 0.22 0.22 
9.0 0.19 0.002 0.28 


10.0 0.08 ; 0.006 0.13 


Hours to reach 
the end of its 24 26 


2 22 
excretion 
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Hence the excretion of iodine pregnancy seems to be delayed . 
when compared with other cases. (Fig. 4) 


Fig. 4. 
The excretion of Iodine after administration of Potassium Iodide. 
Todine 


Creatinine 


Hours a administration 


6 aes 6 oe 8 Non gravid 
Gravid 
— — — After delivery 
TABLE XII. 


The whole amount of excreted Iodine in 270 minutes. 


No. of No. of No. of 
se Non-gravid aha Gravid sag After delivery 
gm. gm gm. 
80 0.017640 87 0.00703 78 0.02100 
0.01692 16 oa 12 0.01602 
8 0.01908 8 0.0015 6 0.02227 


Average 0.01788 0.00239 0.02043 


SS ee 
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This table clearly indicates that the amount of excreted 
iodine is quite diminished during’ pregnancy in comparison with 
non-gravid and after delivery. 


D. Excretion of Phenolsulphonphthalein. 


Sondern and Harway (1912) Paul Werner (1915) and 
K. Goto (1928) insist upon the delay of phenolsulphonphthalein 
excretion during pregnancy. 

To perform the phenolsulphonphthalein test 30 minutes be- 
fore the injection of phenolsulphonphthalein the amount of water 
corresponding 20 ec. per kilo body weight of rabbit was given 
to each animal. 

The animal was then fastened on its back to the fixation 
apparatus, and after the removal of urine from the bladder by 
catheterization, 2.4 mg. ‘of phenolsulphonphthalein in 10 cc. 
Ringer’s solution was injected into gluteal muscles. 

The urine dropping down the catheter was keenly observed 
after the presence of pbenolsulphonphthalein to find out the begin 
of its excretion. As soon as the urine began to redden on addition 
of alkali the urine was collected separately in every half 
hour beginning directly after the injection. (Rowntree and 
Geraghty’s method 1910). 

The results of the experiments are shown in the following 
table and figure. (Table XIII and figure 5.)- 
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TABLE XIII. 


The modus of the excretion of phenolsulphonphthalein in rabbit 
under different conditions. 


Non-gravid Gravid After delivery 
zip ranetion (2 rabbits) | (5 rabbits) (2 rabbits). 
’ Beginning of the excretion 3/50" S55 a'aa' 
Hours after The amount of phenolsulphonphthalein 
‘administration excreted (mg.) 
mg. mg. mg. 
0 -05 0.64 0.29 0.51 
0.5 - 1.0 0.16 . 0.35 0.46 
10-15 0.24 0.31 0.37 
“1.5 - 2.0 0.32 0.38 0.26 
Amount excreted 
within 2 hours 56.5% 47,496 67.7% 
Amount administered 
2 -—25 0.10 0.22 0.17 
25 - 3.0 0.20 0.16 0.10 
3.0 -— 3.5 0.27 0.19 0.09 
3.5 -— 4.0 0.08 0.23 0.14 
| 4.0 — 4.5 0.15 0.11 0.17 
Amount excreted 
within 4.5 hours 88.1% 90.9% 92.596 
Amount administered 
The end of the excretion 18h 


15 h 45 min. | bh 
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Fig. 5. 


The excretion of phenolsulphonphthalein after administration. 


Phenolsulphonphthalein. 


(mg.) 
—— at ee eee 
alte te a 
ial L oe 
ia sc aeons pas Paice 
aie a i eae) SE 2 ee 


A =6- 8. © 219° 14. 4. Bas 


Hours after administration 


-—-— Non gravid 
Gravid 
— —-- After delivery 


The table XIII and figure 5 show that the excretion of 

phenolsulphonphthalein during pregnancy set in later than in the 
normal, and that its maximum excretion are also delayed, while 
the end of the excretion was reached nearly in same hours. The 
total amount of the excreted phenolsulphonphthalein in pregnancy 
was smaller in first 2 hours, but a little larger in 4.5 hours than 
under other conditions. 
This result shows us that the elimination of phenolsul- 
phonphtalein is only slightly, if any, disturbed in pregnant in- 
dividual, while in the elimination of water, sodium chlorid and 
potassium iodide there is an eclatant retardation. ‘'Chese facts 
afford us the assumption that the kidney can eliminate the dyes 
fairly well, while the cause of the retention of water and salts 
ought to be found in tissues other than the kidney. 


a earseagil 
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E. Excretion of Milksugar. 


J. Ney (1889), Pavy (1897), Burgers (1906), Reichenstein 
(1909), Morris (1917) and the others reported that lactosuria 
easily occurs in advanced pregnancy. 

Werner (1915) injected 20 ce. of 109% milk sugar solution 
‘into the vein of pregnant women in 49 cases and investigated its 
excretion polarimetrically. In 91.8% of his experiments the milk- 
sugar was eliminated within 5 hours and he thought the excretion 
of milksugar was rather promoted in pregnant individuals, while 
on the other hand the diminution of milksugar excretion during 
pregnancy was claimed by Jaschke (1913), Jonas (1914), and 
others. 

The writer’s experiment on milksugar proceeds as follows :— 

To each of 9 rabbits, three non gravid, 4 gravid and two 
‘after delivery, 20 cc. H,O were administered at first per os, 
and 30 minutes later 5 cc. of 2.5% solution of milksugar per 
kilo bodyweight were injected into the gluteal muscles of rabbit. 
The urine was then collected for every half an hour and the 
amount of milk sugar excreted was estimated by Momose’s 
method (1915) after its hydrolysis by heating it with 15% H,SO, 
in a water bath for 30 minutes. 
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TABLE XIY. 


The excretion of milk sugar after the administration of milk sugar 
(0.125 gm. per kilo bodyweight) 


Milk sugar 
Creatinine 


Hours after pie cae ; es After delivery 
ee nan dspra tear (2 rabbits) (4 rabbits) (2 rabbits) - 
h ; 
0 1.5 19 45 
0.5 5.9 5.6 ae 
wey 6.0 78 4.0 
1.5 12.9 14.3 83 
2.0 13.9 10.5 Th 
2.5 6.6 13.0 9.1 
3.0 7.7 121 5.5 
35 10.0 veer 541 
40 ~ 4.7 ~ 16 81 
4.5 4.2 2.4. 72 
5.0 2.8 5.7 38 
os at 5.9 4.0 
oo 3.4 5.5 ro 
6.5 3.0 3.2 2.3 
7.0 2.6 | 26 3.0 
a2 | 4.3 2.4 
she 20 2.7 11 
6 ats 3.3 14 
9.0 19 4.9 15 
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Fig. 6. 
The excretion of milk sugar after administration. 


Milk sugar 


Creatinine 


20 
hy Ok saz tps ba wa ae fae a Ws 
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15 
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5 
1 oe. 4 5 6 T & o> 
Hours after administration 
—---— Non gravid 
———— Gravid 
-—— After delivery 
The amount of milksugar excreted within 9 hours. 
TABLE XV. 
Non-gravid Gravid After delivery 
(2 rabbits) (4 rabbits ) (2 rabbits) 
a gm. gm. gm. 
Average 0.2551 0.2629 0.2420 


Judging from these results the excretion of milksugar is 
rather promoted in advanced pregnancy. 


F. Excretion of Urea. 


Bar (1908), Landsberg (1921), and L. Seitz (1913) main- 
tain the opinion that excretion of urea decreases during pregnancy, 
while I. R. Roose, van Slyke and Zangemeister (1913) 
expressed the reversed idea. 
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Winckel (1865), Heinrichsen, Zacharjewsky (1894), 
Valdagni (1902), Schradel (1900), Fetzer and Eckert (19138) 
again claim that the urea-excretion remains within normal limits. 

T. Imai (1920) injected a certain amount of urea to the 
rabbit intravenously and found a prolonged increase of the residual 
nitrogen in the blood during pregnancy, and hence he assumed 
the disturbation of urea excretion during the pregnancy. 

To affirm which of these divergent results be correct the 
author undertook the following experiments. The experiment 
consisted of the estimation of urea excreted in 24 hours in the 
course of pregnancy and after delivery. The amount of urea 
excreted in non pregnancy was also determined. The number of 
rabbits used in these experiments was 5 in non-gravid, 9 in gravid 
and 4 after delivery. 

The results are shown in the following table. 


TABLE XVI. 


Daily amount of the urea-N in urine. 


Period of pregnancy | _ Days after delivery 
Non-gravid | _ a 
period ; 
Former half | Latter half 1-5th 6-12th 
Daily amount 
of urea-N gm. 0.5606 0.5187 0.5794 0.7076 0.5729 
Kg. body- (5 rabbits) | (4 rabbits) | (7 rabbits) | (3 rabbits) | (2 rabbits) 
weight 
Daily amount 
aN 13.7 3 5 78 151 
Daily amount ; te 1 ne : 
of creatinine 


As will be seen in the table XVI the daily amount of urea-N 
in-the urine is increased during pregnancy, and further. this 
increase is the most distinct direct after delivery. 

The concentration of urea in urine is mostly increased during 
pregnancy as the following table XVII shows. 


ae 


oe Ny 
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TABLE XVI. 


Period of pregnancy! Days after delivery 
Non- ace eS EE ee abe 


id 
gravid | Former thatter half 1-bth | 6-12th 


0.69396 | 0.559% | 0.9509 | 0.818% | 0.8049¢ 


Daily amount of urea-N 
Daily amount of urine 


The experiment of overcharge of urea was then conducted by 
administrating 0.5 gm. of urea per kilo body weight to each 
individuals in different periods. 

The urea-creatinine coefficient in these animals were as 


follows :— 
Urea-N 


TABLE XVIII. aoa ee 
Creatinine 


Non-gravid (Aver- | Gravid (Average |After delivery (Aver- 


Hours after 
administration age of 5 rabbits) of 5 rabbits) age of 5 rabbits) 
oF 9.6 18.0 69 
0.5 5.4 9.3 95 
1.0 9.8 16.2 10.9 
1.5 9.0 8.5 7.6 
2.1 soba 12.5 78 
25 10.1 15.7 Wed 
3.0 9.9 15.3 7.6 
3.5 Wah 12.9 9.6 
4.0 8.5 20.2 ed 
4.5 12.8 15.1 12.5 
5.0 13.4 21.8 12.3 
5.5 16.5 18.7 18.9 
6.0 12.6 18.7 23.9 
6.5 11.2 18.3 18.3 
7.0 17.9 270 12.6 
7.5 16.0 15.4 12.8 
8.0 25.1 17.5 7.9 
8.5 15.4 10.6 13.3 
9.0 11.8 9.3 11.8 
24.0 8.4 9.9 94 
48.0 11.9 8.8 10.0 
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Fig. 7. 
The excretion of urea-N in urine. . 
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The total amounts of the urea-N excreted in urine within 9 
hours after the administration of urea became also most abundant 
during pregnancy, as following table indicates. 


TABLE XIX. 


_ ‘The total amount of the urea-N excreted in 9 hours after the 
administration of urea. 


Date Non-gravid Gravid After delivery 


26/VL | No. g | 0.4240 gm. | No. 14 |30th| 0.5327 gm.| No. 12 | 4th| 0.5607 gm. 
20/VII_ | No. 1] 0.5897 No. 16 | 4th| 0.4249 
No. 12 | 7th | 0.4625 


25/VIk | No. 12 | 0.6385 No. 18 | 30th] 0.7799 
| No. 2|20th| 0.7816 


3/VIIL | No. 77 | 0.5175 No. 76 | 25th) 0.7478 No. 75 | 4th | 0.5529 


Average | 0.5845 gm. | _ 0.6973 gm. 0.5000 gm. 


nema 
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G.. Excretion of Uric acid. 


P. Bar and R. Dannay (1907) found an increase of the 
excretion of uric acid during pregnancy and supposed it to be 
due to the higher intracellular metabolism. 

A. Boni (1906), L. Franca (1911) and T. Shibata (1919) 
confirmed also the increase of the excretion of uric acid during 
pregnancy, which they found, however, at the same time that this 
increase disappears, soon after delivery. 

The writer’s observation in this experimentation on rabbits 
shows also, as the following table XX indicates the increase of uric 
acid excretion during pregnancy in concordance with the results of 
most previous workers. 

Uric acid in the urine is estimated after “Folin and 
Macallum’s phosphotungstate method,” 


TABLE XxX. 


Excretion of uric acid during pregnancy. 


Uric acid 

Dato Creatinine 
Non-gravid No. of rabbit and days of pregnancy 
19/VII No. 6 0.814 No. 2 Preg. 27th 0.907 
11/VII No. 13 0.877 No. 2 me aoth 0.952 
30/VIL No. 138 0.881 No. 12 eo arth 1.003 
31/VIL No. 139 0.980 No. 12 ss oth 0.895 
31/VIL No. 142 0.814 No. 17 » 24th 0.920 
1/VIIl No. 142 0.877 No. 17 » 2oth 0.900 
Average 0.891 0.930 


I. Excretion of Amino acid nitrogen. 


Leersum and Rebardi (1910), and Seitz (1913) found an 
increase of the amino acid-nitrogen in urine, Landsberg (1912), 
F. Falk and O. Hesky (1910), K. A. Hasselbach and 8. A. 
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Gammeltoft 1913) and M. Honda (1921) etc. state that the 

Potion Os BOI NY neredadas2 or. f timeedn pregnant rabbits 
total nitrogen 

and that this ratio gradually decreases with days after delivery. 

T. R. Roose and van Slyke maintain the increase of the 

amino acid nitrogen both in the blood and the urine during 

pregnancy. _ 

Glassner and Friedmann (1910) and Leersum (1908) 
furthermore pointed out the. decrease of the tolerance for the 
amino acid-nitrogen and supposed it to be the result of insuffi- 
ciency of function of the liver during pregnancy. 

The writer performed the following experiments, the results 
of which confirm the increase in the excretion of amino. acid 
nitrogen during pregnancy. 


TABLE XXI. 


nmino acid nitrogen 


Th tio dail unt of : 
Oa cane ae Tere daily amount of creatinine 


N : No. of rabbit and No. of rabbit and 
on-gravid days of pregnancy days after delivery 
No. 67 0.742 No. 15 | Preg. 24th| 1.214 No. 110 |Puerp. 3th} 1.096 
No. €8 1.263 No. 107 So OPH aa aigemnl No. 110 » 4th} 1.090 
No. 107 | ,, 28th| 1.139 
No. 110 » 2adth| 1.052 
No. 110 | ,, 28th] 1.239 
Average 1.004 1,283 1.093 


J. Excretion of Ammonia. 


Since Zangemeister (1902) pointed out the increase of the 
excretion of NH,-N in urine during pregnancy, this view has been 
corraborated by many authors. (as Falk and Heskey (1910), 
Seitz (1913), and T. Imai (1920) maintained) 

The writer examined the output of ammonia in urine in both 


am 
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the nou-gravid and after delivery periods using the aeration method 
of Folin in determing the amount of ammonia. The result is. 
shown in table XXII. 


TABLE XXII. 
Nongravid Gravid period Days after delivery 
peri te 
(5 rabbits) | First half |Second half|  0-5th 6~12th 
(4 rabbits) | (4 rabbits) | (4 rabbits) | (1 rabbit) 
Absolute amount mg. mg. mg. mg. mg. 
of NH,-N 51 6.8 7.8 58 4.4. 
NH,-N gm. 
=a 0.0019 0.0027 0.0031 0.0030 0.0016 


Kilo body weight 


NH,-N 


Se 0 i) 0 0 ) 0 
es tones | % 0.0029% 0.0060°% 0.00349% | 0.00239 


As table XXII indicates the results of the former authors are 
confirmed and it is noteworthy, moreover, that the concentration 
of ammonia in urine during pregnancy is much increased. 


K. Blood pressure. 


Beau (1906), Jaschke (1911), Wallich (1912), Danforth 
(1918), Zangemeister (1918), and Gessner (1922) reported 
that the blood pressure is slightly increased during pregnancy, 
while this was denied by Hausling (1912), Hirst (1915), 
Eckert (1913), Heynemann (1920), K. Ogasawara (1921), © 
Walter Frey (1923) and others. The author’s observation 
coincides, as the following table show, with the view held by the 
group of the latter investigators. 
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TABLE XXIII. 


Blood pressure of non-gravid and gravid 


Non-gravid Gravid 
No. of rabbits |'Blood pressure | No. of rabbits Days of Blood pressure 
pregnancy 
No. 75 78.0 mm. Hg. No. 85 Preg. 25th 76.0 mm. Hg. 
No. 78 70.0 No. 87 » 28th 65.0 
No. 80 72.0 No. 55 » aoth 72.0 
No. 103 60.0 
Average 70.0 : 71.0 


Remark: The blood pressure was measured by connecting A. carotis to a 
mercury manometer by means of a rubber tube filled with the 
saturated solution of magnesium sulphate. 


Discussion, 


According to the views of Fr. Miller (1922) and Strauss 
(1920), the kidney during pregnancy, with severe decrease and delay 
of the excretion of NaCl, not of nitrogenous substances, is considered 
to be in the condition of tubular lesion. But when we consider that 
not only such phenomena promptly disappear after delivery, but 
also the increase of the excretion takes place, we are in doubt 
whether such phenomena be really caused by the tubular lesion. 

And what reinforces this doubt are the following facts. 

1. Although on administration of sodium chloride to the pregnant 
animal the increased rate of excretion of chloride does not 
begin so promptly and does not attain so high a value as in 
the case of normal non gravid animal, the duration of the 
increased excretion does not vary much from that of the 
normal. When we consider the fact that the changed amount 
of sodium chloride is not wholly excreted in the case of 
pregnant animal, even when the rate of excretion has returned 
to its normal value, it seems to be quite probable that sodium 
chloride is incorporated in a great amount in the tissues of 
pregnant animals. 


ie aia 


oat 
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2. ‘The foetus, as in the case of a young animal, retains more NaCl 
and water than adult animals. 

3. The pregnant animal shows the similar tendency, though. in 
less degree. 

4. The specific gravity of urine during pregnancy remains under 

ordinary conditions of feeding within the limits of normal 

fluctuation. When a certain quantity of water is administer- 

ed to such animals, the specific gravity of the urine falls 

just as in normal animals and follows a normal course of 

recovery. ‘This indicates clearly that the retention of water 

and salt in the pregnant animal is to be ascribed to the 

extrarenal factors. 

Histological examination of a kidney in a pregnant rabbit 

reveals nothing exceptional. 

All these facts lead us to the conclusion that the renal 

function during pregnancy is not so severely affected as supposed 

to be. 


C1 


IIL Srupms ON THE CAUSE OF THE RENAL ACTIVITY 
MODIFIED DURING PREGNANCY. 


In the foregoing experiments it was found that the renal 
activity modified at the time of pregnancy is mainly caused by the 
change of maternal tissu2 and the growth of the foetal body and 
not due to a serious lesion of the kidney. What attracted the 
authors attention during the experiment was the interrelationship, 
which exists between the’ increase of the ammonia portion of urine 
nitrogen and the decrease of excretory activity for water and 
salts. During the later period of pregnancy the ratio of ammo- 
nia-N to both urea and total-N in urine is increased, while it 
goes back to the normal value within a few days after delivery. 

H,;-N 
urea-N_ 
salts is observed, and as soon as this ratio decreased after delivery 
the retention of water and salt disappears also. This relation can 
be easily seen in the following table XXIV. 


Whenever the ratio increases the retention of water and 
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TABLE XXIV. 


The relation between ammonia-N and urea-N. 
(Water and NaCl were administered in amount of 40 cc. and 1 gm. respectively 
per kilo bodyweight «nd the portion excreted during the successive 4 hours 
wag measured and expressed in amount per kilo bodyweight) 


| NEN | “Ures-N | NEN 
Gi abbi : => NaCl | igiS 
ESindeiee Palate Total-N Total-N Urea-N ‘ | = 
Non-grayvid | 7 3 eo ae 5 
(5 rabbits) 0.28 0.78 4 0. 6.1 
| 
_— =. | i _— ———— 1 — 
Former half ! | 
| (4 rabbits) | 0.40 | 0.82 0.43 — 61.9 
Gravid | ie ! = 
' Latter half | ; 
bai gets BES) 0.40 0.75 0.61 O14 | 326 
After deliver | 
abla (4 abbits) 0.29 | O81 0.37 0.8384 | 546 


To affirm whether or not this increase of ammonia has any 
real causal relation to excretory anomalies the following few 
experiments were undertaken. 


A. NH,-N contents in the blood. 


It is quite obvious that the increase of ammonia-N in urine 
should be accompanied with an increase of that in the blood. ‘This 
is really shown by analysis of blood. 

About 10 gm. of blood was taken from A. carotis of a 
rabbit always early in the morning before feeding. The blood 
taken was then, after weighing, treated for the estimation of 
NH-N after Sergious Morgulis and H. M. Jahr’s permutit 
method (1919), 

The result was «; follows :— 
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TABLE XXYV. 
NH,-N contents in 109 gm. of the blood. 


Non-gravid Gravid 


——— 


No. of 
rabbits 


No. of 


Date NH,-N mg.) Date sibiite Days of preg. |NH,-N mg. 


15/X | No. 15 | 0.226 mg.| 23/K | No. 54 | (Preg. 30th day) | 0.720 mg. 

29/X No. 53 | 0.117 27/X. No. 55 | (Preg. 20th day) | 0.556 

31/X | No. 61 | 0.160 24/X | No. 60 |(Preg. 31st day) | 0.773 
28/X | No. 59 |(Preg. 30th day) | 0.566 
1/XT No. 57 | (Preg. 30th day) | 0.375 


Average value 0.168 mg. 0.598 mg. 


Next, we followed up the increase of NH;-N in the blood in 
non-gravid and gravid animals after an intramuscular injection of — 
ammonium sulphate at the rate of 0.2 gm. as NH,-N per kilo 
bodyweight, this being less than the cramp dosis. The result is 
represented in the fig. 8 and table XXYVI. 


TABLE XXVI. 


The increase of ammonia in the blood after an intramuscular injection of 
ammonium sulphate at the rate of 0.2 gm. (as NH,-N) per kilo bodyweight. 
(mg. in 100 gm, blood) 


Amount of NH,-N 
Time after injection Nori-gravid Gravid 
(4 rabbits) (5 rabbits) 

Min. : mg. ‘mg. 
0 0.168 0.598 
15 ; | 0.148 1.044 
30 0.889 1.286 
45 0.393 1.267 
60 1.098 1.383 
75 “0.851 1.106 
90 0.803 1.007 
135 0.754 0.807 
180 0.114 1.210 
195 0.397 0.760 . 
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Fig. 8. 


The increase of ammonia-nitrogen in the blood after intramuscular injection 
of ammonium sulphate at the rate of 0°2 gm. (ns NH,-N) per kilo bodyweight. 


NH,-N mg. in 100 gm. blood. 


50 60 90 120 150 180 210 


Minutes after injection 


——— Gravid 
eseeeme Non-gravid 


As is shown in the table: XXVI and figure 8 the intra- 
muscular injection of 0.2 gm. (NH,-N) per kilo bodyweight gives in 
the pregnant rabbit a more rapid increase in the amount of ammonia 
in the blood than in the control rabbit, and its. recovery to the 
normal state is much ‘slower. 

It can therefore be assumed that the animal is slow in 
eliminating the ammonium salt during pregnancy. Accordingly 
that the cramp dosis of NH,-N per kilo body weight was reduced 
in the pregnant rabbit seems to be quite natural and it is also 
verificd by an experiment, the result of which being shown in 
the next table. 
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TABLE XXVIL 


Cramp doses of (NH,-N) per kilo bodyweight, for the normal, gravid and 
after delivery animals, together with diet for animals, which were 
daily treated with ammonium sulphate for a long time. 


Gravid 


Non-gravid After delivery | NH,-rabbit 
(5 rabbits) First half Latter half (4 rabbits) (3 rabbits) 
(4 rabbits)- (5 rabbits) : 


ee ee eee 


479 mg. 332 mg. 248 mg. 398 me. 344 mg. 


It is quite interesting to note that the cramp occures when- 
ever the amount of ammonia in blood reaches about 2 mg. per 
100 cc. after injection without distinction whether the animal is 
pregnant or not. (Fig. 9) 


B. NH;-N contents in the tissues and organs. 


The determination of the ammonia contained in the tissues 
and organs of the rabbit proceeds as follows :— 

The animal was bled from A. carotis and perfused with 2 
liter of 0.8% NaCl solution per kilo bodyweight. ‘The brain, 
liver, kidneys, lungs and muscles were taken out and minced 
to a pulp separately with the addition of twa times its volume 
of 0.809% NaCl solution. Two sets of an aliquot part of this 
emulsified mass were used to determine the ammonia content, 
which was estimated by the Folins aerations method. The 
results are indicated in the following table XXVIII. 


278 ~~ K. Yamada: 


Fig. 9. 
NH,-N mg. in 100 gm. of the blood, when the cramps occurs. 


w 


aot*(Ned9 nae 


za 
‘ghd 


eS 
Clamps at 4.0" 
eet 

30 60 90 120 150 180 210 %0 270 300 


Mimites after injection 
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TABLE XXVIIL. 


NH,-N contents in 100 gm. of the tissues and organs 
ef the rabbit during pregnancy. 


Condition Days of pregnancy 
of | Non-gravid 
animal | 29th 30th 30th 
Body gu. gm. gm. | gm. gm. gm. 
Weight | 2650 | 2035 1570 2140 | 1910 | 2677 | Average 
me Arora | a 
No. of 
; sail vit | 83 | 78 106 20 5 
1 Hl | | 
{ ! ' t \ 
ri | 
i pe. me. | mg. | mg. mg. mg. mg. mg. 
Brain 34. 305 387 1 3.8 3.5 3.75 3.23 4 
Laver | 24 2.65..: 2.87 27°) sot 4° S86 7) ago a7 
Kidney 166 2.52 | 338 | 25 | 27 | 234 | 398 3.0 
Lung | 192.) 299 [p08 2.0 | 284 | 242 | 3.99 3.4 
Muscles | 296} 350 | 142 16 235 | 3.09 | 183 2.4 
1 ( 


As will be seen from the table the content of ammonia in 
the tissues and organs, especially that of muscles, of the rabbit 
increases in pregnancy. 


C. The effect of the administration either of 
Ammonium sulphate or Sodium sulphate. 


As it become clear that the contents of ammonia both in the 
blood and in the tissue increases noticeably at the time-of pregnan- 
ey, and that the cramp always occures whenever the contents of 
ammonia in the blood reaches a certain amount it seemed to the 
author worthy to know whether the continual administration of 
ammonium sulphate to the non-gravid animal causes the same 
secretory anomalies as those occurring in the pregnant ones. It 
is however necessary to consider the effect of sulphate on the 
animal body. This was done by administrating to a group of 
animals sodium sulphate in amount corresponding to that of 
ammonium sulphate in the main experiment. 
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For a definite period from 3 weeks to 3 months a set o! 
rabbits were treated either subcutaneously, intramuscularly, in- 
traperitoneously or sometimes orally with 4 cc. of a 6 percent 
‘NH,).SO, solution per kilo bodyweight daily two or three times. 
_As a control experiment sodium sulphate of the same morlar 
‘concentration was used. 

Ths diet of the animal was kept constant throughout the 
experiment. ‘To test the renal function the animal was at times 
overted with NaCl. 

On these animals the body weight, urine volume and specific 
gravity, total-N, ammounia-N, NaCl and creatinine of daily urine 
were determined. 

‘The vesnlt is shown in tables XXIX, XXX, ANNI, and 
fig. 10. 

TABLE. SXIX, 
Ni,-N gm. 
total-N gm. ; 
yd been injected daily with (NH,).SO, or Na,SO, solution. 


The valne ot in the urine (per 24 Lours) of the mbbit which 


No. of (NEL) ,SO0,-Labbits . Na, SO ,-rabbits 

Days of rabbit oe ——— —————— = : are 
treatment 5 Fe ae ae ee IS: i 12 19 

Befure OAL 00.26 030° 0.26 

1 025 0.96 

2 0.26 

147 0.25 0.18 

4 O.41 1.04 

6 O49 1.35 0.13 0.61 

7 UAE 1.06 0.12 0.73 

10 0.69 0.40 

11 O47 

1 O90 1.40 0.16 CBD 

18 0.15 

63) 1.05 298 £78 0.15 v.62 

2) 1.82 

21 1.78 


ie 
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TABLE XXX. 


281 


The total amount of NaCl excreted within 24 hours after administration cf 
50 cc. of 2°§ NaCl solution to the rabbits which had been injected 


with daily (NH,),SO, or Na, SO, for cortain length of time. 


No. of 


NaCl 


ce excreted by the 
rabbits rabbits treated with 
(NH,).SO, 
Days of aia oo 
treatment 5 | ry | LS 1 
gm. | gm. | gm. gm. 
Before ce ype) 2.066 
4th 2.397 -——- | 2.340 — 
9th 1.097 — To —_— 
16th 1.080 | — |; 1.239 — 
23th — ~ OF73804q° — 2.257 


NaCl excreted by the 
rabbits treated with 


Na,.SO, 

Lee pia To 29 
em. | em. gm. 
— |. 21584 
2725 | = | a46r 
oy ee 
a aags aes 


TABLE XXXTI. 


kilo bodyweight. 


. daily amount of urine 
The average value of the ratio -———~— 2 = 


of the rabbits which 


has been injected daily with (NH,).SO, or Na,SO solution. 


Days of treatment 


Betore 
lth 


2 


} 
| 


Daily amount of urine 


Ke. bodyweight 
Rabbit treated with 
(NH,),SO, (3 rabbits) 


81 cc. 
70 
86 
8S 
69 
OT 
10:7 
90 
80 
OF 
99 
126 
106 
98 
92 
123 
VO 
74 
ay 
7 
59 
73 
74 
D1 


J 


Daily amount of urine 


Kg. bodyweight 
Rabbit treated with 
(Na.SO,) (4 rabbits) 


69. ec. 
$y 
96 
$9 
108 
100 
9d 
100 
107 
94 
98 
112—— 
99 
96 
101 
114 
104. 
96 
128 
95 
$1 
109 
8s 
96 
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Fig. 10. 
daily amount of urine 
» kilo bodyweight. 
had bee. injected daily with (NH,).SO, or Na,SO, solution. 


The average value of the ratio of the rabbits, which 


Urine 


Kilo bodyweight 
(Normal level! is shown with —+— in the figure.) 


4 &.. 12 216-90) 724. 238.2 S23 756 
Days of troatment 


—e— Ammonia rabbit 
—— Na-rabbit 


From this experiment it follows that the excretion of NaCl 
and H;0 became diminished in the NH,-rabbit especially after 
the elapse of a certain days. Moreover, the animal lost its 
appetite and became emaciated. These phenomena, however, 
disappeared when the animal was released from the forced treat- 
ment with (NH,),SO, On the control animal such a symptom 
was never observed. ; 

With the view to corroborate the above findings the rabbits 
were killed at the end of a definite period and subjected to the 
histological examination, which revealed the following points : 

On the rabbit treated with (NH,),SO, for 3 weeks only the 
proliferation of interlobular connecting tissue was observed, while 
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on the rabbit treated for 3 months the contour of ‘the epithelial. 
cells of the convoluted tubercles of tne kidney show a typical 
appearance of degeneration, so that its contour was no more 
distinguishable. Some glomeruli undergo obvious degeneration 
and vacuoles appear in it. Hemorrhagia and fatty degeneration 
are also observable here and there. 

In the liver there was fatty infiltration in the peripherial 
portion of the acini and some proliferation of interlobular con- 
necting tissue. 

All such histological findings were negative in the case of 
the control rabbit fed with sodium sulphate. 

If we consider the excretory anomalies concerning water and 
salt occuring already within three weeks where no fatty degener- 
ation is observable, it may bse concluded with reason that these 
anomalies are caused by the direct influence of ammonium salt 
on the tissue at large including the kidney, not necessarily effected 
by the severe degeneration of kidney. 


D. CONSIDERATION. 


From the experiment with ammonium sulphate we can see 
clearly that the increase of ammonia in the blood and tissue 
always causes the anomalies in renal excretion, which disappear 
soon with the depletion of treatment with ammonium sulphate. 
That the amount of ammonia in the blood and tissues always 
increases at the time of pregnancy and if this amount excedes a 
certain limit a cramp occurs which indicates that the cause of 
the anomaly seen in a pregnant animal must be sought for in the 
toxicity of ammonia. As to the cause of the increase of ammonia 
in a pregnant animal it is reasonably counted for by the produc- 
tion of abnormal acids, as discussed by van Slyke (1917) and 
A. Uchino (1923). This agrees with our clinical experience that 
the cramp may be prevented by the administration of sodium 
carbonate, which can combine with these acids and favors the 
transformation of ammonia into urea. (Zweifel, 1918, and M. 
Hara, 1921). This production of abnormal acids may be naturally 
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caused by toxic substances or circulatory disturbances differing 
according to the case. 

What we propose to point out is that the secretory abnor- 
malies of kidney in a pregnant animal seems to be caused as a 
partial phenomenon of tissue intoxication at large by an increase 
of ammonia due to the production of abormal acids, and not caused 
by a direct lesion of the kidney itself. 

The writer desires to thank Professor Samuro Kakiuchi for 
many valuable advices througbout the course of the investigation 
and Dr. Isei Obata for his kind instruktion. 
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STUDIEN UEBER DIE TEILWEISE BROMIERUNG DES_ 
PHLORHIZINS 
Ill, MITTEILUNG. 


Von 
KEIZO MISAKI 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium, Okayama 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 25. Miirz 1925.) 


Bekanntlich hat das Phlorhizin starke glykoskrische Wirkung 
und zur Aufklirung seiner Wirkungsweise ist es vielen Unter- 
suchungen unterworfen worden. Schon friiher haben vy. Mering 
(1889), O. Minkowski (1893), N. Zuntz (1895) sie auf die 
abnorme Permeabilitit der Niere fir Zucker zuriickgefihrt; eine 
veriinderte Durchlissigkeit der Niere ftir den Zucker muss also 
eine wichtige Ursache der Phlorhizinglykosurie sein konnen. 
Auch Pavy, Brodie und Siau (1903) nehmen eine Wirkung 
des Phlorhizins auf die Niere an. Neuerdings sind Erlandsen 
(1910) und Nash (1922) zu demselben Schluss gekommen, und 
als Wirkungsweise ist heute allgemein die abnorme Iunktion der 
Niere anerkannt. Biedl u. Kolisch (1900) und Lépine 
(1910) sind dagegen der Ansicht, dass das Phlorhizin eine 
Bildung von Glukose aus dem Ko6rperglykogen oder aus dem 
virtuellen Zucker in den Nieren bewirkt. 

Nach E. Griesse (1914) ‘uud S. Fromm (1916) wirken 
die Spaltungsprodukte des Phlorhizins: Phloretin, Phlorin und 
Phlorhizinglukuronsiiure, auf die Niere glykosurisch, wenn auch 
nicht in gleicher Stiirke wie das Phlorhizin, dagegen Phloretin- 
siure und nach Y. Sera (1914) auch Phloroglucin nicht. Aus 
diesen ‘Tatsachen kann man wohl darauf schliessen, dass die 
Bindungsweise des Phloroglucins mit anderen Komponenten des 
Phlorhizins in der Wirkung bedingt ist. In diesem Sinne ist es 
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von Interesse, bromiertes Phlorhizin in seiner plhysiologischen 
_ Wirkung zu studieren. 

Das Bromphlorhizin ruft erst in 1,0 g bei einem Kaninchen 
eine Glykosurie bei subkutaner Injektion hervor, wihrend dagegen 
Phlorhizin schon selbst in sehr kleinem Menge 25—6 mg deut- 
liche Glykosurie erzeugt. So wird also die glykosurische Wirkung 
des Phlorhizins durch Bromierung sehr stark herabgesetzt. Der 
Zuckergehalt des Blutes bei Injektion der Dibromphlorhizins ist 
weder vermehrt ncch herabgesetzt wie bei aer des Phlorhizins. 

VERSUCHE. 

Ich habe das Dibromphlorhizin 0,2—1 g in 5 % Sodaldsung 
oder in Suspension in 20 ccm Olivenél einem Kaninchen oder 
einer Hutndin subkutan injeciert und nach 6 Stunden habe ich 
den Harn katheterisiert und durch die Reduktionsprobe und 
Polarisation den Zuckergehalt des Harns festgestellt. Zur Kon- 
trolle habe ich immer vor dem Versuch in gleicher Weise den 
Zucker im Harn untersucht. 

Den Zuckergehalt des Blutes bei Injektion des Dibrom- 
phlorhizins habe ich nach der Bangschen Methode bestimmt. 


TABELLE I. 
Harubefunde der Phlorhizin- und Dibromphlorhizin-injizierten Tieren., 


Versuch I. Kaninchen. 
(Bei Dibromphlorhizin-Injoktion) 


: = ui 2h gg Ath eee ee eee 
a ee tee Sal 
do ae Fs, ® aI nee os ! 44 
ee (8 loa gl(eeepeel, oF |ze . 
Ng gs See Saad A eg Be nee elie mE Remerkungen 
eels" glég Eesleeee se ea * 
Me eee lee lace nt Ny eee 
1| 24 neu-| 74 < = = 0.2 | in Soda- 
‘ tral losung 
Bice = 84 ar = = ‘0,5 , 
3] 2,25 |saner| 58 | + 0,19 | 0,222 | 1,0 . a pel oe 
anz Zuckerfrei 
avaz | mew} a | — = ae Ob rae 
tral i endl 
5 | 116 ‘a = ro 0 5) ” 
| Harn nach 10St. 
Z ee o is ere ote ue ” ganz Zuckerfrei 
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Versuch II. Hiindin 
. (Bei Dibromphlorhizin-Injektion). . 


; in Soda- 
1/11,28 |sauer| 38 + 0,5 Geanc 
2] » 9 75 + 0,18 0,219 | 1,0 7s 


Versuch III. Kaninchen u. Hiindin 
(bei Phlorhizin-injektion) 


Kaninchen 


1! 2,25 | alka-| 87 ok 1,8 1,053 | 0,2 |inSoda-| Nach 10 St. Harn 
lisch lésung |65cc; 0,14% Zucker 
-24)11,26 | sauer| 223 + 2,06 2,393 x ° - Hiindin 
3] 2,15 | alka-| 18 -b 0,47 0,56. »  |in Oliv- Kaninchen 
lisch endl 
4|1,75| , | 33 | + | 0,66 | 0,76 is m Kaninchen 
: Nach 10 St. Harn 
31cc; 2,12% Zucker 
TAPELLE IL. 


Zuackergehalt des Plutes von Kaninchen bei der 


Injection des Dibromphlorhizins 


»Zackergehalt des EPlutes (%). 


Stunde vor Hecrs Nr. IL. Nr. II. 


od. nach der] - 
Injektion | Kérpergewicht | Kopergewicht | Kopergewichtr 
2450 g, Dibrom- | 1720 g, Dibrom- | 1900g, Dibrom- 


phlorhizin 1g. | phlorhizin 1g. | phlorhizin 2g. 


Nr. IV. 
Képergewicht 
190 Dibrom- 
phlorhizin 2g. 

0,0978 
0,0969 


= | 0,0982 0,1005 0,0900 

1/6 60,0986 0,1002 0,0846 
Dibromphlorhizin mit 20 cc. Olivendl subku 

1/2 0,1110 0,1131 0,124.7 

a 0,1216 0,1043 0,094:7 

2 0,0970 0,1043 0,0869 

3 0,0941 0,0869 0,0058 

4 0,1002 0,0919 0,1832 

5 0,0971 0,0987 -—— 


6 0,0982 0,1009 0,0837 


tan injiziert. 


0,1132 
0,1189 
0,0981 
0,0943 
0,0887 
0,1008 
0,0960 
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8 0,0891 0,0909 0,0869 0,0890 
10 0,0921 0,0964 0,0861 0,0905 
12 — 0,1004. 0,0857 0,0968 
24 0,0909 0,0888 0,0873 0,0992 
26 0,1015 0,0896 0,0900 0,0971 
30 0,0978 0,0982 0,1082 0,0954 
32 0,0850 

- 36 0,0915 
48 0,0850 
52 0,0902 


TABELLE III. 


Der Zuckergehalt des Blutes bei der Injektion 
des Phlorhizins an Kaninchen 


Zackergehalt des Blutes (%%). 


Stunde vor od. 
nach der Neri. Nr. II. 


Injektion RKérpergewicht 1700 g, Kérpergewicht 1900 g, 
Phlorhizin 1g Phlorhizin 2g 
1 0,0975 ; 0,0991 
1/6 0,0988 0,0998 


Phlorhizin mit 20 ccm Olivenél subkutan injiziert. 


1/2 0,1007 0,0973 
1 0,0875 0,0758 
2 _ 00727 0,0768 
3 0,0714 0,0636 
4 0,0660 0,0667 
5 0,0677 0,0727 
6. 0,0658 0,0768 
z 0,0731 she 
8 0,0786 0,0718 

10 — 0,0827 

12 0,0922 0,0901 

24 | 0,0986 0,0911 


Studien tiber die teilweise Bromierung des Phlorhizins. 291 


28 “42 0,0970 
30 0 1004 eae 
48 0,0973 0,0932 


Aus der Tabelle kann man sehen, dass der Zuckergehalt des 
Blutes bei Injektion des Dibromphlorhizins unverindert bleibt 
wahrend bei der des Phlorhizins Hypoglykimie stattfindet wie 
Minkowski beobachtet hat. 
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UBER DIE VERDAULICHKEIT DER DESAMINOPRO- 
TEINE DURCH PROTEOLYTISCHE FERMENTE. 


Von 


R. NAKASHIMA. 


(aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitdt zu’ 
Chiba. Direktor - Prof. 8S. Akamatsu. - 


(Eingegangen am 10. August 1925). 


Studien tiber die chemisch denaturierten Eiweisskérper sind 
schon seit langem von vielen Autoren unternommen.” Diese 
Eiweisskérper zeigen manchmal ganz andere physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaften als die natiirlichen, und ihre hydrolytischen 
-Abbauprodukte kénnen uns iiber die praiformierten Gruppen 
oder die Bindungsweise der Aminosiuren im Eiweiss-molekil 
belehren. Anderseits hingt die Verdaulichkeit des Eiweisskér- 
pers durch proteolytische Fermente von der molekularen Kon- 
stitution des Eiweisses und seinen physikalisch-chemischen 
Eigenschaften ab. Um einen Einblick in diese Verhiltnisse 
zu gewinnen,; habe ich Untersuchungen tiber die Desaminopro- 
teine. angestellt, die durch Behandlung mit salpetriger Saiure 
ihrer freien Aminogruppen beraubt wurden. 

Schon im Jahre 1886 zeigte Schiff,” dass Desaminoalbumin 
_von Salzsiurepepsin angegriffen wird, obwohl langsam, doch, 
bis zum Abiutetsubstanz. Dann hat Levites” nachgewiesen, 
dass. Desaminoalbumin und Desaminocasein durch den Magen- 
saft des Hundes zwar langsam, doch vollkommen gespalten 
werden. Dagegen nach Treves und Salmone” soll kinst- 
licher Magen-und Pankreassaft gegen: das Desaminoprotein un- 
wirksam sein, das sie aus Qvoalbumin unter Vermeidung jeder 
sekundadren Zersetzung bei 0°C erhalten haben. Neuerdings 
haben Dunn und Lewis” angegeben, dass die Verdaulichkeit 
des Desaminocaseins durch’ Pepsin und Trypsin bei weitem ge- 
ringer als die des Kaseins ist, und dass Erepsin das Desamino- 
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casein erst dann anzugreifen imstande ist, wenn es vorher von 
Pepsin oder Trypsin angegriffen worden ist. 

Nun wird die enzymatische Reaktion bekannterweise von 
der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums bedeutend beein- 
flusst, und seitdem Sé6rensen und Michaelis diese pH-wirkung 
auf enzymatischen Process untersucht haben, ist die Bedeutung 
dieser pH-wirkung viel diskutiert worden. Die wahrschein- 
lichste Theorie vermutet,® dass es sich hier um die electroche- 
rnische Natur der Fermentsubstratverbindung handelt, die bald 
wie bei Saccharase” von der electrochemischen Natur des Fer- 
ments, bald wie bei proteolytischem Ferment von der des Sub- 
strats bestimmt wird.” Wie soll es dann bei der Verdauung des 
Desaminoproteins sein ? 

Die Hauptreaktion der salpetrigen Saure auf Protein besteht, 
abgesehen von verschiedenen Nebenreaktionen, darin, dass die 
freie Aminogruppe des Eiweisses durch die Hydroxylgruppe 
substituiert wird, wie folgt: 

R—-—COOH R-COOH 
+ HNO, = | + N, + H,O 
NH, OH 

Durch diese Reaktion muss das physikalisch-chemische Ver- 
halten des ampholytisch dissoziierbaren Proteins bedeutende 
Verinderungen erleiden. Folglich kann man bei den Studien 
tiber die Wirkung der proteolytischen Fermente auf die chemisch 
manipulierten Proteine ihren Verdauungsgrad nicht exakt schit- 
zen, ohne den Einfluss der Aciditaét des Mediums zu beriicksich- 
tigen. 

Um das Verhalten der proteolytischen Fermente (Pepsin, 
Trypsin und Erepsin) gegen die desaminierten Proteine (kasein, 
Edestin und Zein) zu studieren, habe ich, von dem oben er- 
wihnten Standpunkte ausgehend, unter Leitung yon Prof. § 
Akamatsu die nachstehenden Experimente unternommen. 


MATERIAL 


‘Kasein wurde aus der abgerahmten Milch nach Van Slyke 


Methode,” Zein aus den Maiskérnen nach Osborns Methode™ 
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und Edestin durch mehrmalige Umkristallisation des Merk’schen 
Priparates nach Obsborns Methode™ dargestellt: 


DARSTELLUNG DER DESAMINOPROTEINE. 


Seitdem Schiff” das Desaminoalbumin durch Behandeln 
von Hieralbuminlésung mit Natr. nitrit und verdtinnter Essig- 
siure dargestellt hat, wurden viele Darstellungsmethoden ange- — 
geben. Um die dabei auftretenden sekundaren ‘Zersetzungen 
méglichst auszuschliessen, modifizierte ich etwas’ die Methode 
von Dunn und Schmidt’ folgendermassen; 

50cem Eisessig im Kolben von 500-1000 ccm Inhalt, wel- 
cher in ein Eisbad von -4°C eingetaucht war, wurden 100 
ecm 30% NaNO, Liésung zugesetzt und dann wurden 5-10 
gm Protein unter guter Kihlung in kleinen Portionen einge- 
tragen. Die Mischung wurde ab und zu umgeschiittelt. Nach. 
4-6 Stunden wurde die entstandene gelb gefairbte Masse abge- 
nutschet, mit eisgekiihlter Harnstofflédsung bis zum _ Ver- 
schwinden der salpetrigen Siure Reaktion, dann einige Male mit 
destillertem Wasser gewaschen, weiter mit Alkohol und Ather 
behandelt und im Exsiccatot an dunklem Ort aufbewahrt. Da 
durch die Alkoholléslichkeit des desaminierten Zeins die Be- 
handlung mit Alkohol fiir dieses Protein ungeeignet ist, wurde 
dabei die mit Wasser gewaschene Masse direkt im Vakuum 
getrocknet und danach gepulvert. 

Die auf diese Weise dargestellten Desaminoproteine bilden 
ein hellgelbes Pulver, das sich an Luft und Licht allmahlich 
rot bis braunlich farbt. Der Stickstoffgehalt, die Léslichkeit 
in gewohnlichen Lisungsmitteln und die Farbenreaktionen wer- 
den in folgender Tabelle angegeben. 
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TABELLE I. 
Stickstoffgehalt. 
% ; % 
zum Protein zum Gesamt-N 
Gesamt-N : 
freier Gesamt- (%) freier Gesamt- 
Amino-N | amino-N Amino-N | amino-N 
Kasein 0.81 10.44 14.17 5.75 73.67 
D.-Casein 0.00 9.78 13.45 0.00 73.39 
D.-Casein 0.00 9.67 13.10 0.00 73.81 
, Edestin 0.49 10.94 17.02 TOE 64.20 
D.-Edestin 0.00 10.64 16.67 0.00 63.72 
D.-Edestin 0.00 10.64 16.58 0.00 64.26 
Zein 0.00 11.54 15.77 0.00 73.50 
D.-Zein 0.00 10.79 15.63 0.00 69.06 
D.-Zein 0.00 11.54 15.63 0.00 73.85 
Léslichkeit 
D.-Proteine @ 
D.-Casein D.-Edestin D.-Zein 
Lésungsmittel ‘ 

N/10 HCl unldslich aufgequellt unléslich 

N/100 HCl unlodslich Stark aufgequellt unldslich 

Phosphatgemisch { —_ aufgequellt unléslich unléslich 

Dest. Wasser unléslich uhlislich “unldslich 


ldst sich in gelbrote 


lost sich in gelbrote 


lost sich in gelbrote 


N/100 NaOF 
/ ae = Solution Solution Solution 
10% NaCl unldslich unléslich etwas unldslich 
io Ae os aufgequellt 
90% Alkohol unldslich unldslich leicht Idslich 
ldslich léslich léslich 


Kisessig 
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Farbenreaktion 
D.-Proteine D.-Casein D.-Edestin D.-Zein 
Biuret Reaktion Positiv Positiv Positiv 
Millons Reaktion | aheachwiett) labgeschwacht) Positiv 
Schwefel-Probe | Positiv etwas Positiv Negativ 


(abgeschwacht) 


Daraus sieht man, dass unsere Desaminoproteine keinen 
messbaren freien Aminostickstoff enthalten. 

Als Fermente wurden Pepsinpriiparat von Park, Davis & 
Co. und Trypsin “‘Kahlbaum”’ gebraucht. Erepsin wurde aus der 
Darmschleimhaut des Hundes nach Raubitschek”™ dargestellt. 


METHODE DER VERSUCHE. 


Puffer: Bei der Verdauung mit Pepsin benutzte ich das 
Citrat-Salzsiure Gemisch und bei tryptischer und ereptischer 
Verdauung Phosphat-Gemisch. 

Ph wurde nach Michaelis” electrometrisch ermittelt. 

Temperatur: Die Versuche wurden immer im elektrisch 
regulierten Thermostat bei 37°C ausgefiihrt. Dauerte der Ver- 
lauf der Fermentwirkung tiber 6 Stunden, wurde der Versuch 
im Brutofen von 37°C noch weiter fortgesetzt. 

Bestimmung der Verdauungsgeschwindigkeit: Der Ver- 
dauungsverlauf wurde durch die Ermittelung des vermehrten 
Aminostickstoffes in zeitweise herauspipettierter Lésung (2 ccm) 
mit Van Slykes Mikroapparat verfolgt. - Kontrolle wurde 
natiirlich immer genau ausgefiihrt und in Rechnung gezogen. 
Verdauungsgrad wurde angenommen als der Prozentsatz dieser 
vermehrten Menge des freien Aminostickstoffes zu derselben, 
die nach der totalen Siiurehydrolyse der betreffenden Hiwcissli- 
gung von gleicher Konzentration zugenommen hat. 
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Versuch I. 
Verdauung von Desaminocasein durch Pepsin. 


1gm D.-Casein wurde in 50ccm von N/100 NaOH gelést, 
mit verschiedenen Mengen von N/10 HCl und 20 cem von zutref- 
fendem Salzsiure-Citrat-Gemisch zugesetzt und mit Wasser auf 
80 ccm verdtinnt. Nachdem die Eiweisslésung unter Toluolzu- 
satz 15 Minuten im Thermostat gehalten war, wurden 20 ccm 
von der vorher zu derselben Temperatur erwirmten 1% Pepsin- 
lésung zugesetzt und gleichmassig digeriert. 


Verdauung von Kasein durch Pepsin. 


Zur Kontrolle habe ich den ganz gleichen Versuch mit 
Casein ausgeftihrt. 


TABELLE II. 


D.-Casein (19¢ Suspension)+ Pepsin (0.2%) 


See < 
yes Ph 1.84 1.92 2.00 2.21 2.46 
elt Se 
(Stunde) ree 
Zg bse | P se | wz, .| BS] z _| Be] 2 | Bre 
go Be [poh Be |geG bs [seh fe lee Fs 
Ea.| 33 BER Brg gas Bro PG Brg eae arg 
cea BE rr: ee <A Bs a8 BE “a8 BE 
> ae a es + 
0 0.011| 0.6 |0.011| 0.6 | 0.022) 1.3 |0.011| 0.6 | 0.011} 0.6 
$ 0.076| 4.5 |0.088| 2.2 | 0.044) 2.5 | 0.033] 1.9 | 0.022) 1.3 
1 0.110] 6.3 |0,098| 5.7 |.0.065| 3.8 |0.060] 3.5 | 0.038] 2.2 
2 0.136| 7.9 |0.181| 7.4 | 0.099) 5.7 |0.098) 5.7 |0.076| 4.4 
4 0.153| 8.8 |0.142} 8.2 | 0.187) 7.9 |-0.136| 7.9 |0.082| 4.7 
6 0.164] 9.5 | 0.158] 9.2 | 0.153] 8.9 | 0.158] 9.2 |0.109] 6.3 


Uber die Verdaulichkeit der Desaminoproteine. 299 


Kasein (1% Losung)+Pepsin (0.29%) 


mee 1.86 2,29 
(Stunde) ». 
freier Amino- | Verdauungs- | freier Amino- | Verdauungs- 
N in mgm | grad in % N in mgm grad in % 
0 0.000 0.0 - 0.000 0.0 
eS 0.093 4.3 0.18 8.3 
if 0.158 ial 0.20 9:2 
2 0.186 8.5 0.21 10.0 
0.207 9.5 0.22 11.0 
6 -0.218 10.0 — = 


Aus dem obigen Resultat sieht man, dass durch die Desa- 
minierung die peptische Verdauungsgeschwindigkeit des Caseins 
weit geringer wird, als Dunn und Lewis” mitgeteilt haben. 

Die optimale Aciditit verschiebt sich etwas nach der sauren 
Seite. 


Versuch 2. 
Verdauuny des D.-Caseins durch Trypsin. 


0.5 gm Desaminocasein wurde in 20cem von N/100 NaOH 
gelést, mit 20ccm yon Phosphat-puffer in verschiedenem M1- 
schungsverhialtnis versetzt und dann mit Wasser auf 45 ccm ver- 
diinnt. Nachdem diese Eiweisslésung unter Toluolzusatz im 
‘Thermostat von 37°C gehalten war, wurden 5 ccm von 1% Tryp- 
sinlésung zugesetzt. 


Verdauung des Kaseins durch Trypsin. 


Dieser Versuch wurde wie oben ausgeftilrt. 
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TABELLE III. 


D.-Casein (19% Lésung)+Trypsin (0.1%) 


acd 7.22 7.49 7.66 7.72 8.15 
: (Stunde) 
| we Pe) aa) eel BS ee] BS) eg BS 
coe sa lech sagem 5d SA |g se 28 
Pas oy eel oe Bea) oy ee] £3 Peal oe 
S") Sh) 4) Sh] ) 8b Sh) <1 5b 
0 0.000} 0.0 | 6,000 0.0 | 0.000} 0.0 0.0 | 0.000} 0.0 
2 0.131} 5.1-|0.224| 8.8 |0.201| 7.7 7.5 |0.189| 7.5 
4 0.214] 8.4 | 0.307] 12.2 | 0.307] 12.2 11.2 | 0.261] 10.3 
24 0.404 | 15.9 | 0.413] 16.3 | 0.394] 15.6 15.6 | 0.427} 16.8 
48 — | — |0.522] 20.6 |0.418| 165]. — | — | — | — 
if 0,688 | See) ae 
240 SS OBIS | air ne 


Kasein (1% Losung)+Trypsin (0.1%) - 


: ee =< Ph 
Zeit 7.52 8.12. 8.28 


reer 


freier Verdau- freier Verdau- freier Verdau- 
Amino-N ungsgrad | Amino-N | ungsgrad | Amino-N | ungsgrad 
in mgm in % in mgm in % in mgm |. in % 
0: 0.000 0.0 | 0.000 | 00 | 0.000 0.0 
ie 0.131 6.0 | 0.161 7.7° | 0.147 6.6 
4 0.214 9.6 0.280. 13.6 0.279 10.6 
24 0.439 19.8 0.53 25.7 | 0.867 16.0 
48 0.522 23.6 0.778. 37.8 0.778 37.8 
240 0.860 41.3 0.860 41.3 0.860 41.3 


| 
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Wie man aus der Tabelle ersehén kann, ist die Verdau- 
ungsgeschwindigkkeit von D.-casein durch Trypsin nicht so weit 
herabgesetzt, wie Dunn und Lewis’ gezeigt haben. 

Die optimale Aciditit verschiebt sich etwas nach der sauren 
Seite. 


Versuch 3. 
Verdauung des D.-Edestins durch Pepsin. 


Der Versuch wurde in ganz gleicher Weise wie beim D.- 
Casein ausgeftihrt. 


Verdauung des Edestins durch Pepsin. 
Dieser Versuch wurde wie oben ausgefiihrt. 


TABELLE IV. 


D.-Edestin (1° Suspension)+Pepsin (0.2%) 


Ph 2 9 2a 9 
Zeit 1.32 1.49 1.72 al 
(Stunde) \. 
freier |Verdau-| freier |Verdau-| freier |Verdau-| freier | Verdau- 
Amino-| ungs- |Amino-| ungs- |Amino-| ungs- | Amino-| ungs- 
Nin |grad in} N in /grad in| N im |grad in| N in | grad in 
mgm % mgm % mgm % mgm % 
0 0.023 1.0 | 0.023 1.0 | 0.011 0.5 | 0.012 | 0.5 
| 
t 0.112 5-2 | 0.116 5.4 | 0.106 4.9 | 0.111 ; 5.2 
1 0.153 ; 7.1 | 0.196 9.1 0.165 7.6 4 0.198 9.2 
2 0.205 9.6 | 0.277 12.8 | 0.293 10.4 | @.210°! “9.8 
| 0.294 13.6 — — 0.294 13.6 O25 i LS 
24 0.294 13.6 | 0.277 12.8 |. 0.294 13. 0.294 | 13.6 
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Edestin (1% Lésung)+Pepsin (0.2%) 


1.44 1.56 1.74 2.24 
freier |Verdau-| freier Verdau-| freier |Verdau-)| freier | Verdau- 
'Amino-| ungs- | Amino-| ungs- | Amino-| ungs- | Amino-| ungs- 
N in /grad inj N in |grad in} N in |grad in| N in | grad in 
| mgm | % | mgm | % | mgm | % | mgm % 
0 0.000 0.0 0.01 0.5 | 0.000 0.0 0.000 0.0 
3 0.082 3.7 0.09 4.1 0.059 2.7 0.050 2.1 
1 | 0.159 Miao 0.18 8.1 0.170 7.4 0.099 4.5 
2 0.147 6.6 0.25 113 0.158 Woks 0.118 5.3 
| 
4 0.241 10.4 0.27 LL — 
24 0.269 12.1 0.29 13.7. | 0.241 10.4 0.241 10.4 


Aus dem obigen Resultat sieht man, dass D.-Edestin eben 
so gut. wie das Edestin durch Pepsin angegriffen wird. 

Die optimale Aciditéit verschiebt sich nach der sauren 
Seite. 


Versuch 4. 
Verdauung des D.-Edestins durch Trypsin. 


Ich habe den Versuch in ganz gleicher Weise wie bei D.- 
Casein ausgefihrt. 


Verdauung des Edestins durch Trypsin. 


Zur Kontrolle habe ich den ganz gleichen Versuch mit 
Kdestin ausgefiihrt. 
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TABELLE V. 
D.-Edestin (19 Suspension)+Trypsin (0.1%) 


—————— 


ee 7.58 7.65 7.75 7.85 7.98 
(Stunde) | 
zal B?| wz.| Be! zo) Be} a] be] 2] Be 
eG Ba pe6) So leoGl Se oe Bl Be [pe & F- 
SEAl 2 fogs 27 (988 8" pea) B= foes] B 
a Eg ce ele 3% Pie a) 38 Mee Fe teal 33 
-_ to) a) om -— = me 
ape | Sf Sb > oe 
0 0.011} 0.5 0.012! 0.5 |0.000) 0.0 |0.011| 0.5 |0.000} 0.0 
2 0.041) 1.9 |0.129| 6.0 |0.165| 7.6 |0.094| 3.9 |0.060| 2.7 
24 0.271 | 12.5 | 0.277 | 12.8 | 0.888 | 18.0 | 0.818 | 14.7 | 0.248! 11.5 
48 0.471 | 21.8 | 0.472 | 21.9 | 0.529 | 24.6 | 0.481 | 22.4 | 0.472) 21.9 
120 — | — | — | — [0.685] 29.5 | 0.685) 29.5) — | — 
240 — — — — /0.871 | 40.4 | 0.871 | 40.4 | — = 
Edestin (1°¢ Suspension!—Trypsin (0.1%) 
aa 7.40 7.54 7.71 7.89 
(Stunde: 
freier |Verdau-| freier |Verdau-| freier |Verdau-| freier | Verdau- 
Amino-| ungs- | Amino-| ungs- | Amino-| ungs- | Amino-| ungs- 
N in |grad in| N in |grad in| N in | grad in| N in | grad in 
mgm % mgm % mgm % mgm % 
0 0.011 0.5 0.000 0.0 0.011 0.5 0.000 0.0 
2 0.023 tc 0.046 21 0.047 Dei 0.011 0.5 
24 0.260 11.7 0.272 12.2 0.260 11.7 0.245 11.0 
48 0.390 17.6 0.402 18.1 0.354. 16.6 0.362 16.3 
72 re ~- ==) 0.496 || 19.2 — — 
120 = == =~ _ 0.591 26.2 — — 
“240 a _ — — '|-0.889 | 87.9 | — sal 
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Desaminoedestin ist auch mit Trypsin verdaulich im dem- 


selben Betrag wie Edestin. 
Die optimale Aciditit ist ferner etwas verschoben. 


Versuch 9. 
Verdauung des Zeins und D.-Zeins durch Pepsin. 
Zein hat keine gaometrisch nachweisbare” oder formoltitrier- 


bare Aminogruppe.'” Daher ist es wertvoll, zur Kontrolle 
unseres Experiments den gleichen Versuch mit dem D.-Zein 


auszuftihren. 
TABELLE VI. 


D.-Zein (1% Suspension)+ Pepsin (0.2%) 


a dea) 6 7 
Pee 1.51 1.64 1.76 1.83 | 201 2.18 
(Stunde) 
7 |B) BN) zg BX] wy |B] wz 2|Hde] 7 |B 
BOMBA SSH sas Hs el/ho hss BS Gc somes 
“ZaRE S558) [ge /E 6) SHB E) 2aiBe 
Som I> SL oq So © bt S bo 
0 0.015 | 0.7 | 0.024)1.1} — | —] 0.02 | 1.1/0.012}0.5) — | — 
24 0.140 | 6.5 | 0.173 | 7.3 | 0.198 | 9.5} 0.22 | 10.4) 0.183 | 8.0 } 0.17 | 7.3 


Zein (1% Suspension) —Pepsin (0.2%) 


a i 
Ph 5 
ad 1.38 1.51 1.65 | 1.73 | 1.84 1.98 2.12 
(Stunde) 
} a | } J ey ies Soar 3 . 1 : here ae 
2) ag |B a A! S | 2 S Z f 
BE |Gse 26 | Gse 8 2 tic 8 & doses Si hsels ei asel 8 g | Bsc 
ab la eet (aoa & aa & ONS Bae Bas! -o bp | Bo 
Bales Se (Ee See s/ERS aS a/b cleo a) B25 2 
s =I Ss a onl _ i — 
pe iSy 58 Se nese, s scl sleuaeg) os (ey 
2, SE 2. BES LIBRE IS ELS Ika eo IE Ri Oo IER 
o% |2 & Sw 8&2 S kroz © heals baz lo baz |S & 
nd » os 1a ® ; a | 4 ov © 
| | 
4 | 0.12 | 5.5) 0.16 | 7.1 0.19 8.6 |0.21) 9.1 |0.23/10.2| 0.19] 8.6 | 0.16 | 7.1 
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D.-Zein (19%)+ Pepsin (0.2%) 


-Ph 
ey 1.51 1.64 1.83 2.01 
(Stunde) 
freier |Verdau-| freier |Verdau-| freier |Verdau-| freier Verdau- 
Amino-| ungs- | Amino-| ungs- | Amino-} ungs- | Amino-| ungs- 
in |grad in| N in |grad‘in| N in |grad in| N in {grad in 
mgm % mgm 6 mgm % mgm % 
0 0.00 0.0 0.00 C.0 0.00 0.0 0.00 0.0 
6 0.01 0.7 0.02 dk 0.02 aL 0.01 0.5 
24 0.14 6.5 | 0.16 i.8 \, O22 7 104 1 6.17. 8.0 
48 0.21 9.9 0.24 11.0 0.27 12.7 0.25 11.6 
72 0.23 11.6 0.30 14.1 0.34 16.0 0.30 14.4 
96 0.3 14.2 0.35 16.6 0.35 16.6 0.35 16.6 
Zein (1% Suspension)+ Pepsin (0.2%) 
Zeit ens 1.85 
(Stunde) | go | oe ee ee 
freier Amino- Verdauungs- freier Amino- | Verdauungs- 
Ninmgm | grad in % N in mgm grad in % 
0 0.00 0.0 0.00 0.0 
1 0.07 3.1 0.07 3.2 
2 0.12 5.2 0,16 Tot 
4 0.21 9.1 24 10.4 
6 0.26 11.4 0.30 13.4 
24 0.35 15.6 0.38 16.3 


' Die optimale Aciditit der peptischen Verdauung des Desa- 
minozeins erleidet keine Verschiebung, aber scine Verdaulich- 
keit ist geringer als die des Zeins. 
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% UL pelsssunnepsa A 


WSU UL N-OUIULY Lolory 


% ul pis 
-Sounnep.sa A 


Zein (19% Suspension)+ Trypsin (0.1%) 


D.-Zein (19% Suspension)+ Trypsin (0.1%) 


7.76 


| 


| 9% UL pvIssoUnNepsd A 


UIsUL UL NV 
-OUIULY 1dtes} 


USUI Ul N-OUIULY Jered 


% Ul pers 
-SSUNNepIO A. 


0.03, 1.2|0.06) 2.6'0.07| 3.2/0.08) 3.5|0.09| 4.2]/0.08] 3.5) 0.07/ 3.2) 0.00, 0.0 


Verdauung des D.-Zeins und Zeins durch Tr 


7.07 


Dieser Versuch wurde wie oben ausgefihrt. 
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% UL peiescunnep.to A 


WSU UI 
-OUIUTY ately 


0.01) 0.5 |0.03) 1.4 |0.03] 1.4 | 0.05 


USUI UI N-OUTUTW Le1edy 


\ 


4 |0.12!5.7/0.15 7.1) 0.22) 9.5) 0.26 11.6] 0.26) 11.6) 0.29) 12.7] 0.26) 11.6) 0.21] 9.0 0.14 6.3 


4 |0.000. 


(Stunde) \ 


ae Ph 


Zeit 


4 


2 |10.2)0.19, 9.5 | 0.09] 4.5 


2 


¢ 


10.2 


0.13) 6.8 | 0.18] 8.5 |0.19] 9.3 | 0.22 


24 
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D.-Zein (19¢)+Trypsin (0.19%) Zein (19¢)+Trypsin (0.19%) 
Ph : = Ph " 
Zeit 8.01 d .80 Zeit 7.85 
(Stunde) (Stunde) 
freier (Verdau-| freier |Verdau- freier [Verdau- 
Amino-| ungs- |Amino-| ungs- _ Amino- ungs- 
N in. |grad in| N in |grad in N in grad in 
mgm % mgm % mgm % 
i eh eee —— 
0 0.000 0.0 | 0.000 0.0 0 0.000 | 0.0 
4 0.084 3.5 | 0.064 2.8 4. 1004S aes 
24 0.263 | 11.6 | 0.210 9.3 24 0.217 71 © 108 
48 05359) die 1-8 ae 0.299 9) 1919 48 0.261 | 12.4 
72 | 0.348 | 15.4 | 0.339 | 14.9 72 | 0.308 | 14.6 
9 | 0.348 | 15.4 | 0.348 | 15.4 240 | 0.651 ' 31.2 
240 | 0.701 | 32.8 | 0.710 | 33.0 bois 


Das obige Resultat zeigt, dass das D.-Zein besser als Zein 
durch Trypsin verdaut wird. Die optimale Aciditiit verschiebt 
sich etwas nach der Alkaliseite. 


Versuch 7. 


Da die Desaminierung des Eiweisses obwohl bei sehr nic- 
driger Temperature, so doch. in stark saurer Lisung ausgeftihrt 
wurde, untersuchte ich, welchen Einfluss diese Siiurewirkung 
auf die Verdaulichkeit austbt. 

10gm Edestin wurden in 100 ccm Wasser. in geriiumigem 
Kolben gleichmiissig suspendiert, welcher in ein Eisbad yon —4° 
C eingetaucht war, und vorsichtig 50ccm Eisessig zugefiigt. 
Nach 4 Stunden wurde die Lésung mit 159¢ NaOH neutralsiert, 
und die ausgeschiedene Masse wurde mit Wasser, dann mit 
absolutem Alkohol gut gewaschen und nach der Behandlung 
mit Aether getrocknet im Exsiceator aufbewalirt. 


308 BR. Nakashima : 


TABELLE VIII. 
Edestin (19% Lésung)+Pepsin (0.2%) 


met Ph 1.48 1.60 1.77 
(Stunde) 


| freier | Verdau- freier | Verdau- freier_| Verdau- 
Amino-N | ungsgrad | Amino-N | ungsgrad | Amino-N ungsgrad 
in mgm in % in mgm in % in mgm in % 


0 0.00 0.0 0.000 0.0 0.00 0.0 
1 0.11 5-2 0.17 8.4 0.15 7.0 
2 — | == 0,29 45 2 _— 


t 


Edestin (1% Suspension)+Trypsin (0.1%) 


<—— 


7.43 7.6, Cod 


freier | Verdau- freier | Verdau. freier | Verdau- 
Amino-N | ungsgrad | Amino-N | ungsgrad | Amino-N | ungsgrad 
in mgm in % in mgm in % | in mgm in % 


On 0.00 ° 0.0 C.00 0.0 0.00 0.0 
2 0.02 tal 0.05 2.1 0.04 1.9 
24 0.27 12.0 0.26 t7 


-Daraus kann ich wohl schliessen, dass bei.solcher niedrigen 
-Temperatur auch die stark saure Reaktion keine merklichen 
Einfltisse auf die Verdaulichkeit ausgeiibt hat und mit der 
Veranderung der Verdaulichkeit des D.-Eiweisses gar nichts 
zu tun hat. : 


Versuch 8. 
Verdauung der D.-Proteine durch Hrepsin, 


Ob die D.-Proteine direkt durch Erepsin gespalten werden, 
ist zuniichst von Interesse, untersucht zu werden. 
Ich habe die Versuche mit jedem D.-protein bei derselben 
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optimalen Aciditit wie bei tryptischer Verdauung des betreffen- 
den Gubstrats ausgefiihrt. Mein Erepsinpriiparat kann Fibrin 
nicht verdauen, und es ist frei von Tryptase. 


TABELLE IX. 


D.-Casein (12%) + D.-Edestin (1.26) + D.-Zein (199}+ 
Erepsin (0.1) (Erepsin (0.1) Erepsin (0.19%) 
Zeit ior nek 787 Iyei XO on 
(Stunde) (Stunde) \' : (Stunde) \ 
5 : Ver- kegs 
freier |‘ Seanez Pees dau- | freier y Sake 
Amino- Boy ge no-N | Res: | Amino- a 
Nin [® % | 7 ay | N in in °% 
| - 2 | 
0 - 0.000 0.0 0 ; 0.000} CC - 0 0.000 0.0 
4 0.000 0.0 | 4 0.000} C.0 | 4 0.000 0.0 
48 0.305 Gash 48 / 0.000 | 0.0 48 0.000 0.0 
72 0.525 20.7 (e 10.012) 0.7 ie C.000 0.0 
120 1.422 59.5 120 OD1L2a5 057 20) 0.000 0.0 


Wie dieses Resultat zeigt, ist D.-Casein wohl durch Erepsin 
in Ph-7. 91 verdaulich, entgegen der Angabe von Dunu und 
Lewi:”. Aber D.-Edestin und D.-Zein sind resistent gegen 
Erepsin. 


ZUSAMMEN FASSUNG 


Die optimale Aciditiit der peptischen und tryptischen Ver- 
dauung der mit salpetriger Siiure behaudelten Proteine ist, obwohl 
ihr saurer’ Charakter ausgepriigt ist, im Vergleich mit dor 
natitrlichen Proteine bald nach der sauren Seite, bald uach 
der alkalischen Scite verschoben. 

Die Verdaulichkeit dieser chemisch denaturierten Proteiie 
ist, wenn sie in der optimalen -Aciditiit mit der der nattirlichen 
auch in ihrer cigenen optimalen Aciditit verglichen wird, 
entgegen den fritheren Angaben gar nicht herabgesetzt. 
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Das mit salpetriger Séure behandelte Zein ist durch Pepsin 
schlechter und. durch Trypsin besser verdaulich. Dies zeigt, 
dass diese anorganische Sdéure neben der Hauptreaktion der Des- 
aminierung irgendeine chemische Wirkung auf das Eiweiss 
ausgeiibt hat. Die Natur dieser Reaktion steht dahin, aber 
einfache Sadure-wirkung ist hier ausgeschlossen, denn wie oben 
gezeigt, ist das Edestin auch nach der Sdéurewirkung in der 
Kalte im gleichen Umfang verdaulich wie das natiirliche Protein. 

Dies Ergebnis zeigt, dass man -bei der enzymatischen For- 
schung der chemisch denaturierten Proteine gar nicht itiber ihre 
Verdaulichkeit sprechén kann, ohne die Wasserstoffionenkon- 
zentration des Mediums zu beriicksichtigen. 
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The proteins of the Adzuki-bean were first studied by Os- 
borne and Campbell (1897) who isolated a globulin, by dialysis 
of a 10 percent. sodium chloride extract of the bean. Its proper-. 
ties and composition dosely resembled those of phaseolin, the 
chief globulin of navy bean. Later Osbone and Harris (1903) 
investigated the nitrogen distribution in both globulin and pha- 
seolin, and found that the preparations of the Adzuki-bean globulin 
gave uniformly higher results for basic nitrogen. They also 
isolated a small amount of a substance from the extract after 
all of the globulin had been removed by dialysis in water, by 
further dialysis against alcohol. This protein resembled in its 
composition the legumelins obtained from the pea, vetch, lentil 
and other leguminous seed. Lately, Jones, Finks and Gers- 
dorff (1922) separated two globulins by fractional precipitation 
of sodium chloride extracts with ammonium sulphate and desig- 
nated them as « and 8 globulins. The former was precipitated 
by addition of a mmonium sulphate in sufficient amount to make 
the original extract 0.3 saturated, and the S-globulin was pre- 


cipitated by making the solution completely saturated. In the 


present paper we have described the results of our investigation 
of the globulins of the bean usually called ‘‘ Maruba’’ which 
is produced in the Hokkaido. The globulins were separated 
by the fractional precipitation of a 10 percent sodium chloride 
extract with water. One of the globulins was separated by 


diluting the sodium chloride solution to 10 times its volume 


oll 
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and the other was separated from the clear Filtrate-. from the 
above precipitate, by diluting further to 30 times its original 
volume. Through the elementary analysis (Table I) we found 
that both of the globulins resembled closely the §-globulin 
isolated by Jones, Finks and Gersdorff, and that there must 
be at least two kinds of 8-globulin in Adzuki-bean. For con- 
venience, we designated the globulin separated firstly, as Ay 
and that separated secondly as Ae 


TABLE I. 
B,-globulin % B,-globulin % 
C 5375 | 51.94 
H / 7.15 7.95 
N 15.18 ; 15.11 
S elie 0.30 0.38 
O 23.62 | 24.67 


Determination of nitrogen distribution by the Van Slyke method. 
showed that the &, contained remarkably more histidine and 
about double as much Lysine as 8: while the percentage of 
ariginine and cystin were almost the same. The percentage of 
these acids is summarized in the following Table. 


TABLE II. 

By-globulin % B,-globulin % 
Arginine 5-293 4.987 
Histidine 2.556 1.870 
Lysine 8.253 4.544 
Cystine 0.638 0.8695 
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EXPERIMENTAL. 
A.- Preliminary Test. 


a) Distribution of nitrogen—The beans were ground to a 
fine meal with which the distribution of nitrogen was first 
determined.. 


TABLE III. 
In the sample % In dry matter % 
Moisture 13.500 0 
Total nitrogen 8.555 4.110 
Protein ,, 3.251 3.758 
Non-protein ,, _ 0.304 0.352 


Total Nitrogen 100 
Protein ,, 91.43 
Non-protein ,, 8.07 


b) Determination of soluble proteins in water, sodium chloride, 
Adlohol and Alkali solutions.—10 grams of the sample were extracted 
with the above mentioned solvents successively and the nitrogen 
in each fraction was determined by Kjeldahl method. 


_ TABLE IV. 
In dry matter % 
Total nitrogen 4.110 100 
Water Soluble nitrogen 2.2743 55.037 
10% NaCl Sol-Soluble nitrogen 0.9097 22-110 
7026 alcohol Soluble Nitrogen 0.1070 2.603 
0.29¢ NaCl Sol. Soluble N. 0.5853 9.874 
Nitrogen in Residue 0.3320 8.107 
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Next we determined the forms of the proteins in cach of 
the solvents by the following method. After the globulins and 
the analogous proteins were separated from the water as well 
as the brine solution of the sample by dilute acetic acid in pro- 
per quantity the filtrate was boiled and albumin and the similar 
proteins were separated. From the filtrate proteoses were preci- 
pitated by neutral copper sulphate solution. Non-proteid was 
calculated by the deduction of globulin, albumin and proteose 
nitrogen from the total nitrogen. 


TABLE V. 
Water Solution %} NaCl Solution % Total % 

Total nitrogen 2.9452 0.9097 3.8549 
Globulin and the simi- e 

ine protein nitrogen 1.4742 0.5485 2.0228 
Albumin and the simi- 

lar protein Nitrogen 0.2726 0.1071 0.3797 
Proteose 0.1752 0.1071 0.2823 
Other Nitrogen 1.0231 0.1470 1.170 


c) Kxtraction with sodium chloride solution and precipitation 
of the protein.—Extraction. was carried out at room temperature 
for 24 hours and the nitrogen was determined in the liquid 
portions of the extracts. The result (Table VI) shows that 5- 
10 percent solution gave the maximum yield of protein. So the 
same percentage solution was used in our study. 


TABLE VI. 


Concentration Protein % Concentration Protein, % 
of NaCl, % N x 6.25 | of NaCl, % Nx 6.25 
1 15.235 17.266 
2 16.678 |, 8 17.266 
3 16.759 | 10 17.288 
4 16.859 | 15 17.168 
5 17.266 | 20 17.040 
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Precipitation of protein was made by diluting the solution 
with pure water. The experiments showed the following 


results. 
TABLE VII. 
10% NaCl Sol. extract (cc.) H,0 (ce.) , Turbidity 

1 1 ae 

= 3 1 
il 5 a 
ik 6 
1 8 + 
1 10 . ++ 
t 12 ++ 


The clear filtrate from the precipitates, produced by diluting 
to 10 times its volume, was further pais and the following 
results were obtained. 


TABLE VIII. 


10% NaCl Sol. extract (cc.) 1,0 (eee) Turbidity 
| ek SO See 
1 ee = 
1 rae 20 + 
| 1 30 ++ 
1 } 40 ve 


| The results showed us that there are two globulins in the 
extract the one of which is to be precipitated at dilution 1:10 
and the other at 1:30. For comvenience the former was desig- 
nated as 4, the later as ®;. The proportion of the two proteins 
found, is shown in Table IX. 
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TABLE. IX. 
In the dry matter % 

: I II d average 
Total Nitrogen soluble 
in 10% NaCl Sol. 0.9097 1.1147 1.0122 
8, globulin Nitrogen 0.4008 0.4133 0.4071 
Aas aes x 0.2943 0.3069 0.3006 

Total nitrogen soluble in 10% NaCl sol. 100.00 

8,-globulin 40.22 

8,-globulin +29.70 


From the above results we see that §,-globulin is the most 
predominating protein existing in the Adzuki-bean. 


B. Preparation of ®, and & Globulins. 


Using 3-5 kilogram of meal, extractions were made with 


10 percent sodium chloride solution for 24 hours, keeping it at 


a low temperature. The clear solution separated by filtration — 


was diluted up to two times its volume. The precipitation ob- 
tained was separated, redissolved in a sodim chloride solu- 
tion and precipitated again after filtration. Thereafter it was 
washed, purified by alcohol and ether. To the brine solution 
~ separated from the above precipitate enough. water was added 
to increase to volume three times. The precipitate formed was 
separated and purified as mentioned above. 


C. Properties of the Globulins. 


The two globulins dissolved in 10 percent sodium chloride 
solution were tested by a saturation experiment with ammonium 
sulphate and showed the following result. 


_— 
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TABLE X. 


Degree of Sat. 


8,-globulin 


0.1 
0.2 
0.3 


- 0.4 


0.5 
0-6 
0.7 
0.8 


es 


The result of the elementary analysis was as follows. 


TABLE XI. 
8,-globulin 


I II Til IV Vie average % 
C 54.56 52.55 54.51 55.68 52.06 53.09 53.75 
H Gi(3) ee deo0 etal 7.88. tell 7e29 7.15 
N 15.47 15.03 15.03 15.19 15.382 15.04 . 15.18 
Ss 0.25 0.29 0.33 0.82 0.31 0.32 0.30 
O 22.99 24.83 23.00 21.48 25.17 24.26 23.62 

TABLE XII. 
8,-globulin. 

I Il III IV average 9¢ 
C 51.20 51.23 52.28 53.01 51.94 
H 8.03 7.98 8.07 7.74 7.95 
N 14.90 15.21 15.21 15.11 15.11 
s 0.54 0.27 0.34 0.36 0.33 
O 25.53 25.32 24.10 23.78 24.67 


318 Takahashi and Itagaki: 


D. Distribution of Nitrogen. 


The distribution of Nitrogen was determined by the van 
Slyke method. 
TABLE XIII. 
£,-globulin, (Sample 2.7307 gram) 


gram percent in protein ee AG 
Amide Nitrogen 0.0437 1.590 10.76 
Humin 35 0.0059 0.230 1.43 
Cystin _,, 0.0018 0.065 0.44 
Arginine _,, 0.0465 1.700 11.19 
Histidine _,, 0.0189 0.677 4.56 
Lysine 552 0.0423 1.562 10.19 
Amino 5 0.2300 8.432 55.16 
Non-amino,, 0.0252 0.897 6.05 
Total . 0.4146 15.153 - 99.78 
TABLE IV. 
8,-globulin (Sample 2.7528 gram) 
tA tee gram percent in protein ie as 
Amide Nitrogen 0.0475 ime. 11.44 
Humin __se,, 0.0080 0.290 1.93 
Cystin Fa i 0.0028 0.101 0.67 
Arginine _,, 0.0442 1.601 10.63 
Hi tidine ,, 0.0139 0.502 3.34 
Lysine 55 0.0240 ).869 5.77 
Amino Bg 0.2547 9.221 61.23 
Non-amino,, 0.0207 0.752 4.99 
Total ee 0.4158 15.059 100.00 
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Basic amino acids were calculated with following figures. 


TABLE XV. 


Amino acids | B,-globulin 8,-globulin 
| gram percent — | gram percent 
(Me tadtas (cea ea ue esa 
Arginine | 0.1445 5.298 | 0.1878 4.987 
Histidine 0.0698 2.553 0.0518 1.870 
Lysine | 9.9253 8.253 0.1251 4,544 
Cystine | 0.0154 0.638 0.0239 . 0.869 
SUMMARY. 


The adzuki bean (Maruba) contains about 25.699¢ protein 
(N x6.25), 24% of which was extracted by water and a 10% 
Sodium chloride solution. 15% of this was determined as 
albumin and globulin. By fractional dilution of 10 percent 
sodium chloride solution with water two globulins were isolated, 
both of which resembled the A-globulin isolated from phaseolus 
anguaris by Jones, Finks and Gersdorf. The two glo- 
bulins designated as &: and 4, differed markedly in their 
Nitrogen distribution as determined by the method of van Slyke. | 
Further it was found that the A,-globulin is the principal protein 
in the Adzuki-bean. 
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INFLUENCE OF MANURIAL INGREDIENTS UPON 
THE HYDROGEN ION CONCENTRATION 
OF THE JUICE OF RICE PLANT 


By 
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(From the Institute of Agricultural Chemisiry of Hokkaido 
Imperial University, Sapporo, Japan.) 


(Received for publication, September 9, 1925.) 


It was proved in the previous paper (Miyake, K & Adachi, 
M:—this journal, 4, No. 2-pp-317-321, 1924) that three ma- 
nurial ingredients affect the hydrogen ion concentration of the 
juice of oats and flax. It was shown'that phosphoric acid and 
potash raise the hydrogen ion concentration of the sap, while 
nitrogen has a tendency to lower it. The present paper em- 
bodies in detail the results obtained with rice plant. 

As manurial ingredients for the present studies, nitrogen, 
phosphoric acid and potash were again examined with additional 
ingredient of lime. Each ingredient was applied with ammo- 
nium sulphate (20.82% of nitrogen), superphosphate of lime 
(17.40% of phosphoric acid), potassium sulphate (43.2% of 
potash) and calcium carbonate (56.0% of lime) respectively. 

The dressing of these fertilizers was conducted according 
to the following scheme in which,the kind and amount of the 
manurial ingredients added to each pot are shown, each pot 
holding 2150 grams of the soil. 


TABLE I. 
Kinds and amounts. of manurial ingredients applied. 
vege ia et iting Phosphoric . 
; gen anid Potash Lime 
iets = al tae. a ae a 
» 2 0.3841 = de eS 
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Kinds and amounts of manurial ingredients applied. 


ages Boe Nitrogen FP Heep Ee Potash Lime 
No. 3 0.7652 os = — 
Ce 1.1523 = a a 
2 — 0.3674 0.1417 g — 
oe 0.3841 0.3674 0.1417 ee 
ang 9.7682 0.3674 0.1417 ae 
eS 1.1523 0.3674 0.1417 “a 
Peat = 0.3674 = os 
we10 ae 0.7349 = = 
mest a 1.1023 os = 
LS1g 0.3841 Se 0.1417 = 
3, 18 0.3841 0.3674 0.1417 ah 
eae 0.3841 0.7349 0.1417 ES 
push 0.3841 1.1023 | 0.1417 = 
ete Lic = 0.1417 
eet; Ee ~ 0.2834 aS 
eat as = 0.4251 x 
Pag 0.3841 0.3674 = = 
» 20 0.3841 0.3674 0.1417 = 
sae 0.3841 0.3674 0.2834 ~ 
» 22 0.3841 0.3674 0.4251 = 
» 23 = ee = 0.7350 
» 24 = ia x 1.4700 
» 25 23 os - 2.2050 
» 26 0.3841 0.3674 0.1417 0.7350 
ae: 0.3841 0.3674 0.1417 1.4700 
» 28 0.3841 0.3674 0.1417 2.2050 


In the above scheme, 0.3841 g of nitrogen, 0.3674 gm. of 
phosphoric acid, 0.1417 ¢ of potash and 0.7350 gm. of calcium 
oxide correspond to 7.5kg (2 kan) of nitrogen, 8:4475kg of 
phosphoric acid (2.25 kan), 1.3125 kg (0.75 kan) of potash and 
5.25 kg (1.4 kan) of lime for 991.7 square meter (one Tan) res- 
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pectively. In the actual experiment, in place of pots No. 6,13 . 
and 20 only one pot was used for convenience of the experi- 
ment owing to the equality of these three experiments. 

As a crop for the experiment two varieties of the rice plant 
*“Bozu’’ and ‘‘ Akage’’ were used. The seeds were sown on 
the 10th of June in a seed bed in the glass house. When the 
seedlings were two inches high, they were transplanted to the 
pots, each holding twelve plants at its center. 

The sampling of the material for the determination of the 
hydrogen ion concentration in the juice was carried out in two 
periods of the growth. The first sampling was conducted at 
the period when the ear had just appeared while the second 
sampling was carried out in the period in which the rice grains 
had reached a milky state. 

The ‘process of obtaining the juice from the plant body 
and the determination of the hydrogen ion concentration was 
the same as that in the previous report. 

The results obtained are as follows. 


TABLE Ii. 
ig Bozu Akage 

1st period 2nd_ period 1st period 2nd period 
No. 1 Ph 5.68 Ph 5.61 Ph 5.73 Ph 5.67 
rope 9, Oef5 yy kOsto Osco »> 9-76 
aie os OSL: | _ 4, 5-79 7.08 9» 985 
ee 94,0293 ame Cale 9) 0,99 
ye 4 37 DOL 93 029 »» 0.65 3 5.35 
6 Fu igh » 9.50 » 585 »y 9000 
Syersct 39 Oe0G 9 9.62 ope AP ip 7 OL02 
See 39, Gel9 a Dal 0 », 6.25 > 980 


. 
. 
© 
~ 
. 


BG bio ce BAS ee aGr 5.45 
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Bozu. Akage 

‘Ist period | 2nd period | Ist period 2nd period 
No. 10 ~ ‘Ph 5.62 Ph 5.42 Ph 5.64 Ph 5.43 
seegtt: » 5.62 1» 538 4» 5.63 4» 5642 
yy 12 F688 »» 5.58 5.89 5» 5.59 
eis 5 » 5-78 5» 5650 5» 5685 yy 5650 
dd 4» 5672 sp SAS Nr aete w 5.48 
els bat » BA2 | 55.80 » 5.46 
w7l6 ee bag 1. feb yy 5050 
ety 5.71 pas Men oo: y> 5-46 
meet! 8:70 Ras 5) BaD » 546 
» 19 yy Be74 ODES | ya bene Sigs 
ape PAD oy tans | oso) A wee LOO) 
ae Tate gaia 4» 578 » 548 
» 22 SUTIN 3) = * abcd ae ws res: 
, 8 25.66 |. 8 B62 . 5.90 , 8.68 
24 » 587 | » 5.64 » 591 » 5.69 
Ronee jn bSy cl. caO4 » 592 »» 5.69 
a6 », 5-88 4» 5.67 5 592 5, 5.70 
=. Oy) on 8.00" he 56-68 5:98 1» 5672 
88 p00 | gp caes 98 0698 


As will be seen clearly from the table, the dressing of dif- 
ferent manurial ingredients has an influence upon the hydrogen 
ion concentration of the sap, the juice of the rice plants grown 
in different pots showing different Ph values. In general, the 
application of nitrogen or lime seems to decrease the hydrogen 
ion concentration while that of phosphoric acid or potash seems 
to increase the same, though the effect of potash in this respect 
is a little peculiar as will be stated later. 


Influence of Manurial Ingredients. 325 


Nitrogen had the effect of lowering the hydrogen ion con- 
centration of the plant juice, whether it was applied alone or 
with the two other manurial ingredients (phosphoric acid and 
potash). An increase of the amount of the dressing cause: a 
great decrease of the hydrogen ion concentration. When nitro; en 
was given with the two other manurial ingredients (phosphoric 
acid and potash) its effect on the hydrogen ion concentration 
of the juice seems, however, to become somewhat greater than 
that of nitrogen alone. 

On the other hand, the application of phosphoric acid in- 
creases the hydrogen ion concentration. of the juice, the greater 
amount of dressing being reflected by the smaller Ph value of 
the juice. The addition of the two other manurial ingredients 
(nitrogen and potash) seems to weaken the effect of phosphoric 
acid, just contrary to the case of nitrogen. 

Potash seems to have a somewhat peculiar effect on the 
hydrogen ion concentration. In the first period of the plant 
growth it. seems to rather decrease the hydrogen ion concentra- 
tion of the juice while in the second period it has a tendency 
to lower the Ph value of the same, just as phosphoric acid 
does. The action of potash in.this respect is not, however, so 
apparent as that of nitrogen and phosphoric acid. The effect 
of the two other manurial ingredients (nitrogen and phosphoric 
acid) on the action of potash is not noticeable, the Ph value of 
the juice from the plant grown under the dressing of three 
manurial ingrediednts being not different from that plant grown 
under application of potash alone. 

The application of lime seems to cause the elevation of the 
Ph value of the juice, but not so high as in the case of nitro- 
gen. The rate of decreasing the hydrogen ion concentration 
brought by the lime does not seem to be influenced by the 
amount applied. The effect of the three manurial ingredients 
(nitrogen, phosphoric acid and potash) on the action of lime 
also, is not observable, the Ph values being almost the same, 
measured with or without the three manurial ingredients. 
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Judging from the above results it is clear that nitrogen 
and lime have a tendency to lower the hydrogen ion concentra- 
tion of the sap while phosphoric acid has a tendencey to raise 
it. The effect of potash in this respect is somewhat different 
from that of the three other manurial ingredients as stated above. 
Potash in the first period of the growth has a tendency of lower- 
ing while in the second period it has a raising effect on the 
hydrogen ion concentration of the sap. This tendency of rais- 
ing or lowering the hydrogen ion concentration seems to be 
more pronounced in the case of phosphoric acid and nitrogen 
than of potash and lime. 

The action of nitrogen and phosphoric acid on the hydrogen 
ion concentration of the juice is influenced by the two other 
accompanying manurial ingredients while that of potash and 
lime is not so much influenced. 


MODIFICATION OF WIDMARK’S MICROMETHOD > 
FOR THE DETERMINATION OF 
BLOOD ALCOHOL. 


By 
MORIE AOKI. 


(From the Department of Medical Jurisprudence, Hokketido Imperial 
University. Director: Prof. K. Yamakami.) 


(Received for Publication, September 18, 1925) 


There are various methods for the determination of blood 
alcohol, but almost all of them require large quantities of blood 
samples and can not be applied for the determination of blood 
alcohol of small experimental animals, much more is it the case 
with the series determination. In order to encounter this in- 
convenience Widmark (1923) has devised a micromethod. 
Thinking of employing the method for the investigation of 
blood alcohol, I tested its reliability and found some defects in 
it. This paper deals with my modification of his method. 


THE PRINCIPLE OF WIDMARK’S METHOD. 


In this method alcohol is first oxidized with a known 
amount of bichromate solution (Potassium bichromatum + Acidum 
sulphuricum) and then the superfluous bichromate is titrated back 
with a hyposulphate solution. Then the amount of alcohol is 
calculated indirectly. The technique and reagents of the original 
method are not detailed here. 


DEFECTS IN THE ORIGINAL METHOD. 


1) Though it is an advantageous point of Widmark’s 
method that the amount of blood sample necessary for the de- 
termination of alcohol is very small, yet unfortunately the result 
obtained with his method is not accurate enough especially in 
such experiments where the physiological blood alcohol is to be 
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taken into consideration, because the reducing power of phy- 
siological blood alcohol is so small as to correspond to about 
1/30 that of blood sugar. It is selfevident, therefore, that no 
accurate result is to be expected even if the same procedure 
and the same amount of blood sample as for the determination 
of blood sugar is used for the blood alcohol. 

2) In Widmark’s method, the blood sample very-often | 
partly coagulates’ in the capillary tube during its weighing. | 
Consequently the blood, pushed out of the capillary tube con-- 
tains a greater percentage of serum than the original blood. 
Now as I have found out, the distribution of alcohol (physio- 
logical as well as the added alcohol) in the blood is not im- 
partial between serum and the cellular elements, ever in serum, 
its concentration is higher than in the cellular elements. The 
obtained percentage of alcohol, must, therefore, be somewhat 
. different from that in the original blood. 

3) As Widmark himself has noticed, the result which 
has been obtained by his method, does not express the per- 
centage of alcohol alone, but it is the total percentage of all 
volatile réducing substances (alcohol, acetone and aldehyde) be- 
cause the distillation and reduction are carried out in the same 
stoppered space. 

(4). The glass capillarity which is employed for collecting 
the blood sample in this method must weigh less than 300 mg 
and its capacity must be larger than 100-150cm. But it is 
very difficult to produce such fine capillarity as this, even by 
a good glassworker. a 


My Moptirication or WIDMARK’S METHOD. 


For the purpose of distilling blood alcohol, micro-distilling 
‘apparatus which has been employed by Gréhaut, is used. 
The reservoir is not placed in ice water. A small Erlemmeyer 
flask of 50cc. capacity stoppered with caoutchouc is employed 
for collecting the blood sample. It is first weighed vacant; then 
35-40 drops of blood sample (1700-1900 mg) are taken into it 
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and weighed again. The weight of the blood sample is calcu- 
lated by subtracting. The flask is then connected with the 
distilling apparatus, and the blood alcohol is distilled directly 
from the flask into the glass reservoir in which 1.0 cc. of bichro- 
mate solution (Potass.bichrom + Acid.sulphr.) is previously 
placed. The temperature of the water bath in which the flask 
is placed may be raised up to 100°C. 

The alcohol, distilled from the blood sample is oxidized 
drop by drop by the bichromate solution in the reservoir. The 
heat produced by the sulphuric acid facilitates the oxidation. 
When the distillation is over, the reservoir is immersed in a 
water bath at 100°C. for 1/2-1 minute in order to complete the 
_ oxidation: The glass tube of the distilling apparatus is washed 
with distilled water (25 oe) and the wash water is also added 
to the reservoir. 

The amount of pictieomnie eth tncedaced by the alcohol 
is titrated with the hyposulphate solution, in the same way as 
in Widmark’s original method. 

_ By thus modifying Widmark’s method we can get rid of 
the above-mentioned inconvenience and obtained satisfactory 
results. 

The amount of physiological blood alcohol of rabbits ob- 
tained by this method is shown in the table given below. 


TABLE. 
. Weight of ‘Rabbits. | Weight of Blood. | Percentage of 
Number grams. CC. L Alcohol found. 
1 2850 1870 0.00253 
1841 0.00217 
1766 0.00245 
2 3100 1680 0.00245 
1696 0.00229 
1770 0.00204 
3 2905 1762 0.00249 
1817 0.00254 


30 M. Aoki: 


= Weight of Rabbits.' Weight of Blood. Percentage of 
Number grams. ce. Alcohol found. 
4 ee a piles hci Meaty, Ne ays? 
4 2750 | 1778 0.00237 
1672 0.00242 
2 1743 0.00221 
5 | 2550 1809 0.00233 
1551 0.00239 
6 3210 1754 0.00390 
1717 0.00249 
| | 1765 0.00233 
7 | 2650 1725 0.00297 
| 1651 0.00273 
| 1793 0.00254 
8 | 2895 1743 0.00271 
1770 0.00279 
1705 0.00344 
9 | 2600 | 1890 0.00239 
10 3000 2104 0.00160 
2030 0.00177 
1 2550 1680 0.00217 
12 2800 1716 0.00176 
1639 0.00171 
1816 0.00130 
13 3210 1820 : 0.00232 
| 1649 0.00266 
| 1633 0.00244 
14 3100 | 1793 0.00248 
| 1817 0.00223 
15 2950 1759 0.00179 
1624 0.00184 
1780 0.00205 
16 2850 1796 0.00171 
| | 1759 0.00188 
1890 0.00175 
17 | 3200 1734 0.00227 
1798 0.00206 
| 1798 0.00244 
18 | 2680 1792 0.00257 
| | 1770 0.00229 
19 2850 | 1747 0.00221 
| | 1821 0.00184 
20 3000 | 1700 0.00208 
. 1884 0.00181 
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Number | 


Weight of Rabbits. | 


grams. 


2650 


| 
i} 


Weight of Blood. | 


CC. 
1672 
1755 
1856 
1728 
175d 
1752 


_ 1734 


1810 
1743 


1688 
1897 


_ 1761 


1842 


1739 
1817 


1708 
1758 


Percentage 
Alcohol found. 


0.00298 
0.00321 
6.00291 


0.00258 
0.60251 


0.00224 
0.00289 
0.00295 


0.00227 


0.00239 
1.00210 
0.00234 
0.00214 


0.00234 
0.00230 
0.00287 
0.00296 


As will be seen in the table, the results agree very well 
with those obtained with methods of larger scale, and the blood 
alcohol of animals is very constant in the physiological conditions. 

I wish to express my heartiest thanks to ‘Professor K. 
Yamakami for much help and advice. 


Widmark, Erik M. P. (1923): Biochem. Zeitschr. 131. 473. 
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EINFLUSS DES ATROPINS UND DES PILOCARPINS 
AUF DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von. 
HO SUP SHIM. 


(Aus der medizinischen Klinile von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitat zu Tokyo) 


(Eingegangen am 21. September 1925) 


Nakayama (1923. i) hat in unserer Klinik gefunden, dass 
der Schwellenwert bei Adrenalinglykosurie als Regel deutlich 
héher hegt, als bei der alimentiiren. Ausserdem haben Hilde- 
brandt (1920) und Nakayama (1924 ii) tibereinstimmend am 
Kaninchen festgestellt, dass die Schwelle fiir Adrenalinglykosurie 
nach der doppelseitigen Vagusdurchschneidung deutich herab- 
sinkt. Nun liegt der Gedanke nahe, dass die Funktion des 
vegetativen Nervensytems fiir die Einstellung des Schwellenwertes. 
eine gewisse Rolle spiele. Um den Zusammenhang zwischen 
beiden noch weiter zu studieren, habe ich auf Veranlassung 
und unter der Leitung von Prof. K. Sakaguchi den Einfluss 
des Atropins wie des Pilocarpins auf den Schwellenwert unter- 
sucht. Weil die Schwelle fiir alimentiire und fiir Adrenalin- 
Glykosurie nicht fiir identisch gehalten werden kann, worauf 
die Ungleichheit ihrer Werte hindeutet, habe ich bei meinen 
Untersuchungen die Giftwirkung unter beiden Bedingungen 
getrennt festgestellt. 


I. Exyrcuss pes ATRoPINS UND PILOCARPINS AUF DEN 
ScHWELLENWERT FUR ALIMENTARE GLYKOSURIE. 


Hier habe ich als Versuchspersonen wesentlich Diabetiker 
gewihlt, weil die alimentiire Glykosurie beim Nichtdiabetiker 
gewohnlich nicht leicht zustande kommt, sodass die Bestim- 
mung des Schwellenwertes dadurch sehr erschwert wird: An 
jeder Versuchsperson wurde der Schwellenwert einmal bei 
einfacher Kohlehydratzufuhr und ein .anderes Mai bei der 
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direkt vor dem Essen ausgefiihrten Atropin- resp. Pilocarpin- 
injektion bestimmt. Hier sei bemerkt, dass die Schwellen- 
wertbestimmung unter allen Kautelen, welche von Sakaguchi 
und seinen Mitarbeitern (1924) angegeben sind, méglichst genau 
ausgeftihrt wurde. Ausserdem sei noch erwaihnt, dass Kohlen- 
hydrat: beim Diabetiker in Form von gekochtem Reis und beim. . 
Nichtdiabetiker als Traubenzucker gegeben wurde. Atropin 
wurde stets als 0.1 Proz. Lésung und Pilocarpin als 1 Proz. 
Lésung subkutan injiziert.. Wer mit der Erforschung des 
Schwellenwertes sich je beschaftigt hat, wird sofort ersehen, was 
fiir eine mithsame Arbeit es ist, die Schwelle méglichst genau. 
za bestimmen. Dazu muss man wiederholt—die Kohlenhydrat- 
‘zufuhr vergréssernd oder verkleinernd—die Blutzuckerkurve mit 
dem MHarnbefund vergleichend untersuchen. Es passiert sehr 
hiufig, dass zu starke Hyperglykaémie und Glykosurie vorkommt 
oder im Gegenteil der Blutzuckeranstieg zu geringfiigig ausfallt, 
als dass der Befund zur Ermittelung des Schwellenwertes her- 
angezogen werden kénnte. Man muss also zur Bestimmung 
der Schwelle gewdhnlich mehrmals. die Untersuchung der 
Blutzuckerkurve wiederholen, bis einige taugliche Untersu- 
chungsresultate gefunden und danach der Schwellenwert festgestellt 
werden kann. In vorliegender Arbeit sind selbstverstandlich 
nur die fiir die Bestimmung des Schwellenwertes relativ ftir 
passend gehaltenen Untersuchungsresultate angegeben. 


FalllI. T. S. 53 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Einzelne Daten sind in der Tabelle:I wiedergegeben. 

Wie die Tabelle zeigt, wurde die Glykosurie bei Atropin- und Pilocarpin- 
versuchen haufig nur in Spuren gefunden, so dass der Schwellenwert hier leicht 
als etwa 0°13% angenommen werden konnte. Dagegen bei Versuchen mit. 
einfacher Kohlehydratzufuhr fiel die Glykosurie stets deutlich positiv aus, so 
dass man nicht ohne weiteres die Schwelle aus den Untersuchungsresultaten 
crmitteln konnte. Wenn man aber aus der Starke der Glykosurie den Schwel- 
lenwert. schatzt, so kann man vermuten, dass er am 10. und am 24. Januar 
etwa 0,13 oder 0.129% und am 16. Februar etwa 0.14% war. Es scheint also. 
die Schwelle hier um 0.13% zu schwanken. Hieraus folgt, dass Atropin und 
Pilocarpin in diesem Fall keinen sichtbaren Einfluss auf den 
Schwellenwert ausgetibt haben. Ausserdem sei hier bemerkt, dass die 
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valimentaére Hyperglykamie im allgemeinen nach der Atropininjektion in gerin ~ 
gerem Grade in die Erscheinung trat, als bei einfacher Kohlehydratzufuhr. sE 
scheint, als ob das Gift auf die Zuckerassimilation giinstig einwirke. Eine 
solche Erscheinung wird man auch in den folgenden Fallen haufig treffen. | 
Diese Frage lasse ich aber in dieser Arbeit vorlaufig dahingestellt; ich denke, 
sie in einer anderen eingehender zu studieren. 


Fall 2 M.O. 41 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Aus der Tabelle II kann man ersehen, dass die Zuckerausscheidungsschwelle 
des Kranken bei einfacher Kohlehydratzufuhr etwa 0.17% ist. Atropin und 
Pilocarpin haben auch in diesem Fall aon Schwellenwert gar 
nicht verandert. 


Fall 3. T. I. 47 jahrige Frau. Diabetes mellitus. 


Wie die Tabelle III zeigt, war die Schwelle fiir einfache alimentaire Glyko- 
surie etwa 0.20%, wahrend sie bei b SaA EN ol nc 0.24% -und bei par ee 
rarueren ungefahr 0.239% betrug. 


Fall 4. H. S. 67 jihriger Mann. Totaler Herzblock. 


Wie die Tabelle IV zeigt war bei diesem Kranken die Schwelle bei 
einfacher alimentarer Glykosurie ca 0.17%, und sie wurde nach Atropinzufubr 
‘gleich hoch oder etwas gesteigert gefunden. Bei Pilocarpinversuchen schwankte 
der Schwellenwert mit starker Variationsbreite (zwischen 0.14 und 0.19%), so 
dass er bald niedriger, bald héher war als bei den Kontrollversuchen. - 


Fall 5. T. N. 23 jahriger Mann. Zerebrale Kinderlahmung. 


Die Untersuchungen am 19. und am 24. Dezember in der Tabelle V © 
zeigen, dass der Schwellenwert ‘fiir alimentare Glykosurie etwa 0.14% war. 
Aber die Befunde am 12. Dezember und am 17. Januar deuten darauf hin, 
dass die Schwellen an diesen Tagen etwas niedriger als 0.13, also etwa 0.12% 
war. Die Schwelle fiir, einfache alimentaire Glykosurie schwankte also bei 
diesem Fall zwischen 0.12 und 0.14% ; weil der Schwellenwert bei Pilocarpin- 
versuchen ungefahr 0.14 9¢ betrug, so muss man annehmen, dass das Gift auf 
die Schwelle keinen Einfluss ausgetibt hat. Bei Atropinversuchen hat man 
dagegen die Glykosurie unter héherem Blutzuckeranstieg sehr haufig vermisst. 
Der Schwellenwert liess sich am 16. Februar als etwa 0.16%-schadtzen. Hieraus 
folgt, dass Atropin hier auf die Schwelle in gewissem Masse 
steigernd eingewirkt hat. 


Fall 6. GK. 44 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Bei diesem Kranken war der Harn gewéhnlich auch im niichternen Zu- 
stande morgens zuckerhaltig, ohne dass die Starke der Glykosurie dabei im 
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Laufe der Zeit eine sichtbare Veranderung gezeigt hatte. Unter diesen Um- 
standen kann man aus dem Blutzuckergehalte am Morgen bei leerem Magen 
ohne weiteres den Schwellenwert vermuten (Sakaguchi, Matsuyama u. 
Nakayama 1924). Um diesen Wert zu bestimmen, habe ich morgens im 
ntichternen Zustande wiederholt den Harn und den Blutzucker sttindlich unter- 
sucht. Ausserdem habe ich an diesem Fall mit negativem Resultate unter- 
sucht, wie subkutane Atropininjektion den niichternen Blutzuckerwert beein- 
flusst. -Dann wurde dem Kranken zum zweiten Male Atropin injiziert, danach 
wurden sofort gekochter Reis und Hiihnereier verabreicht, um den Einfluss 
des Giftes auf den Schwellenwert zu ermitteln. 

Aus der Tabelle VI kann man ersehen, dass im niichternen Zustande 
morgens der Harn am 5. April, wo ein Blutzuckergehalt von 0.15% gefunden 
wurde, zuckerfrei war, wahrend an anderen Tagen bei einer starkeren Hyper- 
glykamie (tiber 0.17%) stets die Glykosurie positiv ausfiel. Hieraus kann man 
schliessen, dass die Zuckerausscheidungsschwelle des Kranken etwa 0.16% 
betragt. Dagegen war nach der Atropininjektion der Harn zuckerfrei, wenn 
der Blutzuckerwert auch durch Kohlehydratzufuhr auf tiber 0.17% erhodht 
wurde, wie die Versuche am 5. und am 8. April (maximaler Blutzuckergehalt 
0.193 resp. 0.171%) zeigen. Dieser Befund deutet darauf hin, dass der 
Schwellenwert bei diesem Fall durch Atropin erhéht wurde. 
In gleichem Sinne spricht auch das Untersuchungsresultat am 2. April, 
wo die Verstarkung der Glykosurie trotz einem durch Kohlehydratzufuhr 
herbeigefiihrten Blutzuckeranstieg durch Atropin gehemmt und so der Zucker 
durch die ganze Versuchszeit hindurch in gleicher Starke ausgeschieden wurde. 


Fall 7. M-N. 61 jahrige Frau. Diabetes mellitus. 


Wie Tabelle VII zeigt, war der Schwellenwert fiir einfache alimentdre 
Glykosurie bei dieser Kranken etwa 0.23%, weil der Harn bei einem Blutzuck- 
eranstieg bis auf 0.22% (11. April) noch zuckerfrei und erst bei Steigerung 
bis auf 0.24% (10. April) ganz leicht zuckerhaltig gefunden wurde. Bei 
Atropinvorbehandlung scheint die Schwelle etwas gestiegen 
zu sein, weil die Glykosurie beim Blutzuckeranstieg bis auf 0.24% (18. April) 
noch negativ ausfiel und erst bei einer héheren Hyperglykdmie (0.26%) (24. 
April) nur in Spuren vorkam. Dagegen hat die Pilocarpininjektion 
gar nicht den Schwellenwert beeinflusst, so dass der Zucker wie bei 
einfacher Kohlehydratzufuhr im Harn ausgeschieden wurde, als der Blutzucker- 
wert 0.24% iiberstieg. 


Fall 8 T. S. 32 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Aus der Tabelle VIII kann man leicht ersehen, dass der Schwellenwert fiir 
einfache alimentére Glykosurie bei diesem Kranken bei wiederholten Unter- 
suchungen stets konstant, naémlich 0.14%, blieb. Bei Atropinversuchen’ wurde 
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die Glykosurie bei einer Hyperglykaémie von tiber 0.14%, ja sogar bei 0.16% 
noch vermisst. Hieraus muss man annehmen, das die Schwelle durch 
Atropin erhéht wurde. Pilocarpin hat dagegen den Schwellen- 
wert gar nicht beeinflusst, sodass er hier ebense 0.14%, betrug. 


Fall 9. H. A. 50 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Wie die Tabelle IX zeigt, haben Atropin wie Pilocarpin in diesem Fall 
auf den Schwellenwert keinen*deutlich sichtbaren Finfluss ausgeiibt. 


Fall10. J. Y. 53 jahriger Mann, Diabetes mellitus. 


Wie aus folgender Tabelle X ersichtlich ist, scheint der Schwellenwert fiir 
einfache alimentaére Glykosurie bei diesem Kranken etwa 0.15% oder 0.16% zu 
seine Der Wert wurde bei Pilocarpinversuchen gleich hoch (ca 
0.15%) und bei Atropinversuchen etwas héher (0.17%) gefunden. 


TABELLE X. 
ia . 7; lx ie 
an K i | uckergehalt %% Schwele 
tum | fohr Giftmenge . lenwert 
9 
S| es vor ipstd| 1) |] 2 | 8 % 
Blut |0.104| . 0.134 | 0.156 | 0.186 | 0.117 ‘y5 
21.1V| 39 eee aes es O27 | Coy | ca Old 
Blut | 0.107 | 0.132 | 0.139.| 0.148 | 0.137 | 0.121 | tiber 
23, 1V| 50 paella (-) (-) | () | 0.148 
6: vt 40 {Five 105 | 0.140 | 0.154 | 0.154 | 0.132 | 0.104 | tiber 
5 Harn | (—) (—) (—) | (—) | 0.154 
Blut | 0.101 | 0.134 | 0.166 | 0.158 | 0.120 | 0.109 
12. v| 46 {isn aes aoe ey | ena? | em O16. 
28. v | 83 Atropin fae 0.118 | 0.184 | 0.156 | 0.160 | 0.147 | 0.123 | iiber 
: 0.5mg ||Harn | (—) (=) =). er Ole 
2 q os Blut | 0.095 | 0.137 | 0.168 | 0.159 | 0.176 | 0.186 
SS ed 0.5 mg {Fawn (—) (—) Spur] (—). ca 0.17 
Pilocarpin|{Blut | 0.091 | 0.131 | 0.158 | 0.157 | 0.189 | 0.104 
2. VI Al 8.0mg (Harn (—) (=) Spur} (—) | @ a 


Der Ubersicht halber wurden meine oben auseinandergesetz-. 
ten Untersuchungsresultate in einer- Tabelle zusammengestellt. 
Hier sei bemerkt, dass man nur dann tiber die Ungleichheit des. 
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Schwellenwertes sprechen kann, wenn der Unterschied tiber 0.02% 
betrigt (Sakaguchi, Mastsuyama und Nakayama 1924). 


TABELLE XI. 


Zuckerausscheidungsschwelle bei eas oe 
Fall . a : * . 
slmentirer| Atopier |Plceergie-] ateopin | Pilocarpin 

J 0.12-0.13 0.13 0.13 unverdndert | unverandert 
2 0.17 0.17 0.17 ™ a 
8 0.20 0.24 | ca 0.23 erhdht erhoht 
re 0.17 O17-tber | 9.14-0.19 | orboht od. | unverdndert 
5 0.12-0.14 0.16 0.14 erhoht 3 
6 0.16 iiber 0.19 _ erhoht — 
7E 0.23 0.26 0.24 - unverandert 
8 0.14 iiber 0.16 0.14 BA A 
9 0.15-0.16 Oia = 0.17 unverandert Seni 
10 0.15-0.16 CAF 4 OS 2 ke 


Dic Tabelle zeigt, dass Atropin sehr haufig den Schwellen- 
wert erhéht, wahrend Pilocarpin gewdhnlich darauf keinen 
sichtbaren Einfluss ausiibt. Die Tatsache, dass die Zuckeraus- 


* scheidungsschwelle auch beim Pilocarpinversuche an einem Fall 


(Fall 3.) etwas héher als beim Kontrollversuche gefunden wurde, 
beweist noch nicht, dass Pilocarpin oft den Schwellenwert 
erhéht, weil der letztere sonst nicht selten eine deutliche 
Schwankung zeigen kann. Die tibereinstimmende Angabe von 
Hildebrandt und Nakayama, dass die Vagusdurchschnei- 
dung die Zuckerausscheidungsschwelle herabsetzt, hat mich beim 
Beginn dieser Arbeit zu der Vermutung veranlasst, dass das 
Atropin wohl auf den Schwellenwert erniedrigend und Pilocarpin 
erhéhend einwirken wiirde. Nun hat es sich aber herausgestellt, 
dass diese Vermutung nicht zutrifft. 
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Il. Ezyrriuss pes ATROPINS AUF DEN SCHWELLENWERT 
FUR ADRENALINGLYKOSURIE. 


Weil der Einfluss der Vagotomie von oben genannten Au- 
toren am Kaninchen fiir Adrenalinglykosurie untersucht wurde, 
und weil es nicht ausgeschlossen ist, dass die Atropinwirkung 
fiir alimentaire und Adrenalin-Glykosurie etwas anders ausfallen 
kénnte, so habe ich im folgenden am Kaninchen den Einfluss 
‘der Atropininjektion auf den Schwellenwert fiir Adrenalingly- 
kosurie untersucht. 

Hier ging ich so vor, dass ich zuerst den Schwellenwert 
fir Adrenalinglykosurie ermittelte, indem ich verschiedene 
Mengen Adrenalin dem Versuchstiere nach etwa 24 stiindigem 
Fasten subkutan injizierte und danach den Blutzucker wie den 
Harn stiindlich untersuchte. Dann wurde Atropin direkt vor 
der Adrenalininjektion subkutan zugeftthrt und der Schwellen- 
wert unter diesen Umstiinden wieder bestimmt. 


Versuch I. Kaninc¢hen-Nr. I. 2,2 Kg. 
Einzelne Daten sind in der Tabelle XII wiedergegeben. 


TABELLE XII. : 


Dias Adres Aeros Zuckergehalt % 
tum |nalin} pin sage > 
925 aw 
pert) ore Wor IStd | et: igi Noa as : 
4. III] 0.05 {Blut | 0.085 | 0.152 | 0.222 | 0.210 | 0.162 | 0.114 0.22 
|\Hiamn | (—)-| Spur eee 222 
~ Ut! 0.08 {Blut | 0.095 | 0.189 | 0.154 | 0.119 | 0.110] 0.099 | .. 
‘ es ‘Harn | (—) (5) R= lites) iiber 0.189 
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Bei einfacher Adrenalininjektion wurde der Zucker im Harn ausgeschieden, 
als der Blutzucker bis auf 0.22 resp. 0.24% anstieg, wahrend die Glykosurie 
nach Atropinvorbehandlung bei staérkerer Hyperglykémie (0.235 und 0.254%) 
noch ganz vermisst wurde. 


Versuch 2 Kaninchen-Nr. 2. 2.2-2.3 Kg. 


TABELLE XIII. 


0 
Pha 6k De Zuckergehalt % se 
tum | nalin| pin ws t an 
1925 | mg | mg vor |f Std.| 1 | 14 | 2 Mags Aes: 
Blut | 0.093 | 0.159 | 0.240 | 0.265 | 0.246 | 0.231 
3. III} 0.30 ee pase je Soul (2) | 0-28 
Blut | 0.109 | 0.203 | 0.245 | 0.233 | 0.165 | 0.117 
1. II} 0.35 {Bara’ | (2) fs Spur] Cy | O24 
Blut | 0.094 0.183 | 0.248 | 0.263 | 0.260 | 0.194 
24, III) 0.20 tare | Spur Spur] (—) 0.24 
10. 111} 0.30 | 0.30 |{ Blut a 0.208 ee 0242 =e a iiber 0.29 
13. III} 0.30 | 0.30 { aN yal 0.196 pe, 0.277 vee iiber 0.277 
Blut | 0.095 0.200 | 0.255 | 0.231 | 0.196 | 0.101 | unter 0.255 
17. III) 0.30 | 0.60 Ee ee) 0.27 Spur] (—) | (ca 0.24?) 


Wie die Tabelle XIII zeigt scheint der Schwellenwert des Tieres fiir 
Adrenalinglykosurie 0.24-0.26% zu sein. Bei Atropinversuchen wurde die 
Glykosurie zweimal bei hGherer Hyperglykaimie (0.290 und 0.277 %) ganz 
yermisst, withrend ein anderes Mal ein Blutzuckeranstieg bis auf 0.2559 
schon eine leichte Glykosurie nach sich zog. Hier kann man aus der Stirke 
der Glykosurie den Schwellenwert als etwa 0.249% schitzen. Nun folgt hieraus, , 
dass die Schwelle in diesem Fall durch Atropin bald gesteigert, bald nicht 
beeinflusst wurde. 


Versuch 3. Kaninchen-Ny. 3. 2.2-2.5 Ke. 
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Wie aus der Tabelle XIV ersichtlich ist, hatte der Schwellenwert bei 
diesem Tiere nach einfacher Adrenalininjektion stets ungefahr eine gleiche 
Hohe (um 0.21%). Aber bei Atropinversuchen zeigte er starke Schwankungen, - 
so dass die Glykosurie am 9. Marz bei einer Hyperglykimie von 0.24% noch 
negativ und am 12. bei einer leichteren Blutzuckersteigerung (0.214%) schon 
positiv ausfiel. Bei solcher Sachlage ist der Einfluss des Atropins in diesem 
Fall schwer ersichtlich. Jedenfalls kann man jedoch das mit Sicherheit sagen, 
dass Atropin auch hier den Schwellenwert wenigstens nicht herabgesetzt hat. 


Versuch 4 Kaninchen-Nr. 4, 2.5-2.6 Kg. 
TABELLE XV. 


| Zuckergehalt % 


Da- | Adre-| Atro- 
el meg Msgs oe ae ee Le ee paeteh og 
sD (ia vor |} Std. 1 Toss S 


| | 
} if 
| | ' 


Blut | 0-117 | 0.194 | 0.287 | 0.195 | 0.189. 0.143 |. 
Harn ga) (j= =e eee iiber 0.237 


as 0.098 | 0.116 | 0.203 | 0.223 0.221 0.122 | 0.22 
a ri Spur; Spur; ~*~ 


2. ITI] 0.25) (aut 
{Blut 0.096 | 0.192 | 0.254 | 0.254 | 0.206 0.119 unter 0.25 


5. TI} 0.25 |- 


a Harn | (—) (~) 0.61 | (—) (etwa 0.23?) 
23. III| 0.15 Blut 0.100 | 0.202 | 0.263 | 0.260 | 0.224 | 0.104; unter 0.26 
‘ : Harn | (—) 0.44 | Spur} (—) |(etwa 0.24?) 
Blut 0.097 | 0.191 | 0.258 -— 0.207 | 0.188 iiber 0.258 


Blut | 0.098 | 0.195 | 0.275 | 0.248 | 0.219 | 0.1382 | .. 
fiers (—) (Sy CS) lhgess tiber 0.275 


Blut /| 0.104 | 0.197 | 0.248 | 0.224 | 0.185 | 0.124) .. 
i (—) (—) | () uber 0.243 


4 : p ' 0.249 | 0.151 | 
20. v | 0.20 | 0.20 or 0,124 | 0.224 0.290 0.297 rete _ | unter 0.29 
Positiv: 


Bei diesem Fall (Tabelle XV) blieb der Schwellenwert fiir Adrenalinglykosurite 
zumeist unterhalb von 0.24%, wahrend die Glykosurie nach Atropininjektion 
bei einer hdheren Hyperglykimie haufiger ganz vermisst wurde. Dieser Befund 
scheint darauf hinzudeuten, dass der Schwellenwert haufig durch Atropin erhdht 
werden kann. Es sei aber bemerkt, dass ich mir wohl bewusst bin, dass diese 
Vermutung nicht hinreichend begriindet ist, weil die Glykosurie auch am 27. 
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Mirz,wo nur Adrenalin injiziert wurde, ebenso bei einer relativ starken 
Hyperglykamie negativ ausfiel. 


Im folgenden stelle ich meine Untersuchungsresultate tiber- 
sichtlich in einer. Tabelle zusammen. 


TABELL XVI. 


| 
Schwellenwert | : 
hatin | Einfluss von Atropin auf 
Versuchstier. ; | den Schwellenwert 
Adrenalin Atropin u. | 
Ss Adrenalin | 
Nr. 1 0.22-0.23 fiber 0.25 | erhéht 
2 (0.24-0.26 0.24-iiber 0.29° unverindert od. erhdht 
3 0.21 .20-iiber, 0.29 | Bs pear ape, 
4 0.22-iiber 0.258 ca 0.27 erhoht? 


Aus der Tabelle kann man ersehen, dass Atropin auch den 
Schwellenwert ftir Adrenalinglykosurie gar nicht herabsetzt, 
sonderen ihn hiiufig cher erhoht. : 


Til. Wire wirp pie pEN ScHWELLENWERT ERHOHENDE 
WIRKUNG DES ATROPINS MITTELS VAGUSDURCH- 
SCHNEIDUNG BEEINFLUSST? 


Bei meinen oben auseinandergesetzten Untersuchungen am 
Menschen wie am Kaninchen hat es sich herausgestellt, dass 
Atropin nicht die Zuckerausscheidungsschwelle herabsetzt, son- 
dern sie haiufig eher erhéht. Hieran schliesst sich aber sogleich 
die neue Frage, wie wohl Atropin auf den Schwellenwert 
erhéhend einwirken kann. Obwohl Atropin ein Lahmungsgift 
des Parasympathicus ist, so scheint es mir unwahrscheinlich, 
dass das Gift durch Paralysierung des centralen parasympathi- 
schen Einflusses den Schwellenwert erhéht, weil beiderseitige 
Vagusdurchschneidung, welche am sichersten den zentralen 
Vagusreiz ausschalten muss, in umgekehrter Richtung, also 
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schwellenherabsetztend, einwirkt. Die Wirkung des Atropins 
auf den Schwellenwert muss also in anderer Richtung gesucht 
werden. Wenn diese Verrhutung.zutrifft, so muss die Zuckeraus- 
scheidungsschwelle auch bei einem vagotomierten Tiere durch 
Atropin ebenso gesteigert werden, wie bei einem normalen. 
Zur Bestiitigung dieser Ansicht wurden folgende Versuche an- 
gestellt. 

Ich ging zuniachst so vor, dass ich an den subphrenisch 
vagotomierten Kaninchen den Einfluss des Atropins auf den 
Schwellenwert fiir Adrenalinglykosurie untersuchte. Wenn bei 
Kaninchen beide Vagi subphrenisch durchgeschnitten werden, 
so vertragen die Tiere ganz gut die Operation und schon am 
nachsten Tage sehen sie wieder ganz gesund aus. Obwohl sie 
bei meinen Versuchen durch wiederholte Injektion von Adre- 
nalin und Atropin in gewissem Masse geschwiicht wurden, so 
lebten sie nach der Operation doch noch zehn Tage bis einen 
Monat. Bei meinen Untersuchungen habe ich stets drei bis 
sieben Tage nach der Operation mit dem’ Versuche angefangen, 
um Reizwirkungen des abgeschnittenen Vagusstumpfes mig- 
lichst auszuschalten. Am Ende der Versuche wurde das Tier 
seziert und bestiitigt, dass beide Vagi sicher durchgeschnitten 
waren. Wie schon erwihnt, muss man zur Ermittclung des 
Schwellenwertes gew6hnlich mehrmals die Blutzuckerkurve mit 
dem Harnbefund vergleichend untersuchen, was auch hicr 
geschehen ist. In der folgenden Tabelle will ich aber nur solche 
Werte wiedergeben, welche zur Orientierung des Schwellenwertes 
am besten passen. 

Aus der Tabelle kann man ersehen, dass dic Atropininjeck- 
tion bei meinen Versuchen in allen Fallen mehr oder minder 
eine Steigerung des Schwellenwertes nach sich zog. Ausserdem 
liisst sich hier nicht verkennen, dass die den Schwellenwert 
erhéhend. Wirkung des Atropins bei vagotomierten Ticren 
deutlicher beobachtet wurde als bei gesunden. Hier sci noch 
darauf aufmerksam gemacht, dass der Schwellenwert fiir A\dre- 
nalinglykosurie beim Kaninchen Nr. 2 vor der Vagusdureh- 
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' schneidung zwischen 0.24 und 0.26% lag und beim Kaninchen 
Nr. 6 etwa 0.27% war, wahrend er in beiden Fallen nach der 
Vagotomie auf etwa 0.21% herabsank. Dieser Befund stimmt 
mit der Angabe von Hildebrandt und Nakayama itberein. 


ANHANG: SCHWELLENWERT FUR ALIMENTARE 
GLYKOSURIE BEIM KANINCHEN. 


Beim Menschen fallt, wenn ihm eine Kohlehydratmenge, 
welche nur ein wenig seine Toleranz iiberschreitet, verabreicht 
wird, die Glykosurie gewéhnlich in der ersten oder zweiten 
Stunde am starksten aus, wa&hrend der Zucker in spidteren 
Harnportionen nur in geringerer Menge oder schon gar nicht 
mehr ausgeschieden wird. Bei dieser Sachlage gentigt es, wenn 
man bei der Bestimmung des Schwellenwertes die Blutzucker- 
kurve und den Harnbefund drei bis vier Stunden nach der 
Kohlehydratzufuhr untersucht. Ausserdem wird die Bestim- 
mung des Schwellenwertes beim Menschen auch durch den 
Umstand erleichtert, dass dieser Wert gewéhnlich eine ungefahr 
konstante Grésse darstellt (Sakaguchi, Gyotoku und Matsuyama 
1924), wenn er nicht durch irgend ein besonderes Moment, wie 
starke Reduzierung der Kohlehydratzufuhr, Adrenalin- oder 
Atropininjektion u.a. voriitbergehend deutlich verdindert wird. 
Infolgedessen laisst sich die Zuckerausscheidungsschwelle beim 
Diabetiker und beim renalen Glykosuriker nicht schwer be- 
stimmen, wenn man ein oder mehrere Male die Untersuchung 
der alimentiren Hyperglykimie wiederholt. Beim Kaninchen 
liegt die Sache aber etwas anders. Wenn man dem Tiere eine 
Traubenzuckerlésung durch einen Gummischlauch in den Magen 
eingiesst, so findet man, dass der Blutzuckergehalt ahnlich 
wie beim Menschen gewdhnlich innerhalb ein bis zwei 
Stunden nach der Zuckerzufuhr cinen maximalen Wert zeigt, 
wihrend die Glykosurie dagegen schr unregelmassige Befunde 
aufweist. Ein Parallelismus zwischen der Hyperglykiimie und 
der Glykosurie, welcher beim Menschen so ungefihr einge- 
halten wird, wird beim Kaninchen vermisst. Es scheint auf 
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den ersten Blick, als ob der Schwellenwert bei diesem Tiere 
eine starke Schwankung zeige. Es kommt auch nicht selten 
vor, dass der Harn, welcher drei bis ftinf Stunden nach der 
Zuckerdarreichung durch Katheter entnommen wird, ganz 
zuckerfrei ist, wihrend die am niachsten Morgen entleerte 
Portion deutlich zuckerhaltig gefunden wird. Ausserdem ist 
der vor der Zuckerzufuhr entnommene Harn oft schon zucker- 
haltig; er gibt also eine positive Nylander- und Benedictsche 
Zuckerprobe und bildet reichlich Glykosazon. Ob diese Er- 
scheinung durch eine stark verzégerte Zuckerresorption, welche 
beim Kaninchen durchaus im Bereiche der Méglichkeiten liegt, 
zustande kommt, oder durch sonstige Momente herbeigeftihrt 
wird, lasse ich vorliufig dahingestellt. Jedenfalls musste ich 
bei meinen Untersuchungen am Kaninchen auf eine Bestim- 
mung des Schwellenwertes fiir alimentire Glykosurie verzichten. 
Hier sei aber bemerkt, dass der Schwellenwert fiir Adrenalin- 
glykosurie sich relativ leicht bestimmen lasst, wie Nakayama 
und auch ich bestitigen konnten. 


ZUSAMMEN FASSUNG. | 


1) Bei Versuchen an diabetischen und nichtdiabetischen 
Menschen habe ich gefunden, dass die Atropininjektion den 
Schwellenwert fiir alimentaire Glykosurie nicht herabsetzt. Im 
Gegenteil hat Atropin sehr hiufig die Schwelle erhdht. 

2) Pilocarpin scheint keinen nennenswerten Einfluss auf 
den Schwellenwert fiir alimentiire Glykosurie auszutiben. 

3) Der Schwellenwert ftir Adrenalinglykosurie wurde auch 
bei Versuchen an Kaninchen durch Atropin nicht herabgesetzt, 
sondern haufig erhéht. 

4) Doppelsgitige Vagusdurchschneidung hat beim Kanin- 
chen den Schwellenwert fiir Adrenalinglykosurie deutlich her- 
abgesetzt, wie Hildebrandt und Nakayama schon mitteilten. 
Durch diese Manipulation wurde die schwelleerh6hende Wirkung 
des Atropins nicht aufgehoben: ja, es findct sich sogar dic 
Neigung, dass diese Atropinwirkung bei den vagotomierten Tieren 
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deutlicher zustande kommt, als bei gesunden. Dieser Befund 
beweist, dass die Erhéhung des Schwellenwertes durch Atropin 
nicht auf der vaguslihmenden Wirkung des Giftes beruht. Sein 
Wirkungsmechanismus muss in anderer Richtung gesucht werden. 
Weitere Forschungen betreffs dieser Frage sind jetzt in unserer 
Klinik im. Gange. 

5) Der Schwellenwert fiir alimentére Glykosurie scheint 
beim Kaninchen eine starke Schwankung zu zeigen, so dass 
man bei diesem Tiere einen annéhernden Parallelismus zwischen 
Hyperglykimie und Glykosurie vermisst, welcher jedoch beim 
Menschen gewohnlich beobachtet wird. Ausserdem kann beim 
Kaninchen die Glykosurie nach der Zuckerzufuhr sehr verspatet, 
und zwar erst nach mehreren Stunden, in die Erscheinung 
treten. Alle diese Tatsachen erschweren beim Kaninchen eine 
genaue Bestimmung der Schwelle fiir alimentaire Glykosurie. 
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UBER DEN EINFLUSS VON ATROPIN UND PILOCARPIN 
AUF DEN BLUTZUCKERGEHALT UND DIE 
GLYKOSURIE. 


Von 
HO SUP SHIM. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Rydkichi Inada, Kaiserliche 
Universitét zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 21. September, 1925). 
EINLEITUNG. 


Rudisch (1909) berichtete zuerst, dass die Zuckertoleranz von Diabetikern 
durch Atropin sich bessere. Forschheimer (1911) konnte diese Angabe in 
gewissen Fallen bestatigen. Neulich untersuchte auch Bornstein (1921) 
‘den Einfluss des Atropins auf den Blutzuckergehalt an zwolf Diabetikern 
morgens im niichternen Zustande und fand, dass das Gift in einem Viertel 
der Falle, u.z. bei Kranken mit emem hohen Blutzuckerwerte, diesen deut- 
lich herabsetzte. In der Literatur fehlt es aber nicht an entgegengesetzten 
Ansichten. Mosenthal (1912) vermisste an zwei Zuckerkranken eine gtinstige 
Wirkung von Atropin auf Glykosurie wie auf Azidosis. Auch Macleod (1908) 
gelangte zu einem negativen Resultate. Nach Rafael (1899), Wertheimer 
und Battez (1909) soll Atropin in grossen Dosen Glykosurie erzeugen. Auch 
Mac Guigan (1916) fand Zunahme des Blutzuckers nach grossen Atropin- 
dosen; kleine Atropingaben scheinen nach Ross (1919), Bornstein und 
Vogel den Blutzuckerspiegel des normalen Tieres nicht zu verdndern. 
Wertheimer und Battez fanden, dass. zentrale Glykosurien, wie die nach 
Piqtre, Asphyxie oder Fesselung, durch Atropin nicht beeinflusst wird. Aber 
die Atherhypérglykimie soll nach Ross, und die Adrenalinhyperglykimie 
nach Hamman und Hirschman (1920) vermindert werden. 

Wie die Angaben der Autoren tiber den Einfluss von Atropin auf den 
Blutzuckergehalt auseinander gehen, so sind auch die Mitteilungen tiber die 
Pilocarpinwirkung nicht iibereinstimmend. Watermann (1911> fand am 
Kaninchen nach einer Pilocarpineinspritzung yon etwa 15 mg in vielen 
Fallen nur eine leichte Uyperglykimie. Mac Guigan (1916) stellte seine 
Versuche am Hunde an und schliesst daraus, dass Pilocarpin auch in grosser 
Dose nie eine deutliche Erhéhung des Blutzuckergehaltes erzeugt. Tdén- 
niessen (1923) lehnt auch die Parasympathicushyperglykémie ab. Aber in 
neuerer Zeit wird von der Bornsteinschen Schule wiederholt mitgeteilt, 
dass Parasympathicusgifte bei mittleren und grossen Dosen eine Hyper- 
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glykamie yerursachen, obwohl bei kleinen Dosen oft. eine Hypoglykamie 
beobachtet wird. Hornemann (1921) hat auch beim Hunde gefunden, dass 
Pilocarpin eine Hyperglykimie erzeugt. Hier sei bemerkt, dass diese Unter- 
suchung wesentlich an Tieren, besonders am Hunde, ausgefiihrt wurde. 

Weil die Frage der Atropinwirkung auf Blutzucker noch 
nicht ganz abgeschlossen ist und die oben auseinandergesetzten 
Befunde der Autoren tiber Pilocarpinwirkung wesentlich nur 
tierexperimentell erhoben wurden, sodass die Untersuchung am 
Menschen noch sehr diirftig ist, so habe ich mich auf Veran- 
lassung und unter Leitung von Prof. Dr. K. Sakaguchi mit 
vorliegender Arbeit beschaftigt. 

Weil ich bei meinen Untersuchungen nur auf die Klarstel- 
lung der Frage Gewicht legte, wie der Zuckerstoffwechsel beim 
Menschen durch gebraéuchliche Arzeneidosen von Atropin und 
Pilocarpin beeinflusst wird, so habe ich in dieser Arbeit die. 
Frage dahin gestellt, wie die Gifte bei sehr grossen Dosen auf den 
Stoffwechsel einwirken. Eine solche Forschung ist selbstver- 
standlich beim Menschen nicht ausfithrbar. 


I. Wrrkune DES ATROPINS UND DES PILOCARPINS AUF DEN 
BLuTZUCKERGEHALT MORGENS IM NUCHTERNEN ZUSTANDE. 


_ Bei meiner Untersuchung wollte: ich zuerst wissen, wie 
Atropin und Pilocarpin bei subkutaner Zufuhr von gebrauch- 
lichen Dosen beim Menschen den Blutzuckergehalt im morgens 
niichternen Zustande beeinflussen. Dazu habe ich den Nichtdia- 
betikern und Zuckerkranken morgens bei lJeerem Magen 0,1 
Proz. Atropinlésung resp. 1,0 Proz. Pilocarpinlésung subkutan 
injiziert und so die Blutzuckerkurve halbstiindlich zwei Stunden 
lang gemessen. Einzelne Daten sind in den folgenden Tabellen. 
wiedergegeben. 
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Aus der Tabelle wird man ersehen, dass der Blutzucker- 
gehalt bei meinen Untersuchungen in den meisten Fallen durch 
Atropin gar nicht ,beeinflusst wurde. Wenn man auch beim 
Diabetiker mit einem hohen Blutzuckerwerte oft beobachtet, 
dass das Blutzuckerniveau nach der Giftzufuhr etwas sinkt, so 
darf man doch diese Abnahme nicht ohne weiteres auf die 
Wirkung von Atropin zurickftihren, weil der Blutzuckerwert 
bei Kranken mit einer deutlichen Hyperglykimie sehr haufig 
mit der Zeit in gewissem Masse heruntergeht, wenn am Morgen 
keine Nahrung verabreicht wird, wovon der Kontrollversuch bei 
Fall 6. ein Beispiel gibt. In diesem Fall konnte man keinen 
Unterschied zwischen der Blutzuckerabnahme in den Atropin- 
und Kontrollversuchen nachweisen, so dass die Atropinwirkung 
auch hier als negativ beurteilt werden musste. Hier sei bemerkt, 
dass ich an einem Zuckerkranken (Fall 9) einen deutlichen 
Blutzuckeranstieg nach der Atropininjektion beobachtete. Obwohl 
ich auch in einem anderen Fall (Fall 7) eine ganz leichte 
Erhéhung des Blutzuckergehaltes beobachtete, so will ich doch 
darauf keinen besonderen Wert legen, weil solch eine kleine 
Schwankung auch physiologisch ohne nachweisbare Ursache 
auftreten kann. 

Wie die Tabelle II zeigt, habe ich bei meinen Versuchen 
an sieben Nichtdiabetikern und an einem renalen Glykosuriker 
keinmal einen deutlichen Blutzuckeranstieg nach der Pilocar- 
pininjektion gesehen. Dagegen bei Zuckerkranken findet man 
haufig eine deutlich nachweisbare Steigerung des Blutzucker- 
wertes. Dass diese Erhédhung bei den an denselben Kranken 
(Fall 10. und 11:) zweimal wicderholten Versuchen jedesmal 
fast in gleicher Stirke zustande kam, beweist, dass die hier 
gefundene Blutzuckersteigerung nicht als zufillige Schwankung 
anzusehen ist. 
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Aus diesen Befunden muss man schliessen, dass der Blut- 
zackergehalt im niichternen Zustande morgens beim Nicht- 
diabetiker gewohnlich durch Pilocarpin gar nicht  beeinflusst 
wird, wihrend das Gift beim Diabetiker haiufig einen deutlichen 
Blutzuckeranstieg veranlasst. 


Il. Eztyruuss pes ATROPINS UND DES PILOCARPINS AUF 
DIE ALIMENTARE HyPrerRGLYKAMIE UND GLYKOSURIE. 


A. Versuche an Diabetikern. 


Bei meinen Untersuchungen an Diabetikern habe ich den 
Kranken stets eine solche Kost, welche ihre Toleranz fir 
Kohlehydrate nicht stark tiberschreitet, gegeben und die dabei 
vorkommende Hyperglykamie nach der Ban gschen Mikromethode 
serienartig bestimmt. Ab und zu wurden Atropin und Pilocarpin 
direkt vor der Nahrungsaufnahme subkutan zugeftihrt und ihr 
Einfluss auf die Blutzuckerkurve festgestellt. Der Harn wurde 
dabei stets stiindlich auf den Zucker untersucht. Bei allen 
Fallen wurde das Kohlehydrat der Nahrung wesentlich in der 
Form von gekochtem Reis gegeben. Weil Eiweiss und Fett in 
der Kost, welche bei der Blutzuckeruntersuchung gegeben wurde, 
bei demselben Kranken ungefihr in gleicher Menge verabreicht 
wurden, so habe ich in den folgenden Tabellen der Ktirze halber 
nur die Kohlehydratmenge angegeben. 


Fallil. T.8. 53 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Rei diesem Kranken wurden bei allen Versuchen nur gekochter Reis wnd 
zwei Hiihnereier gegeben. Ausserdem sci noch bemerkt, dass die Toleranz 
_des Kranken fiir Kohlehydrate im Laufe der Zeit allmaéhlich anstieg und die 
Reismenge dementsprechend vergrdssert wurde. 
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Aus ‘der Tabelle kann man ersehen, dass die Hyperglykamie und die 
Glykosurie bei Versuchen, wo Atropin direkt vor der Nahrungsaufnahme 
subkutan injiziert wurde, in geringerem Grade zustande kamen, als bei 
denen mit gleicher Kohlehydratzufuhr ohne Atropinvorbehandlung. Diese 
Erscheinung wurde zu regelmdassig beobachtet, als dass man sie einfach auf 
die Toleranzschwankung zuriickfiihren kénnte. Ausserdem steigt der Blutzucker 
bei Atropinversuchen langsam an, so dass der Gipfel der Blutzuckerkurve hier 
erst drei oder vier Stunden nach der Nahrungsaufnahme erreicht wurde, 
wahrend er bei Kontrollversuchen stets nach einer halben oder vollen Stunde 
sich zeigte. Beim Pilocarpinversuche (28. I.) fiel die alimentare Hypergly- 
kamie etwas stirker aus, als bei Kontrollversuchen (24. und 30. I.), obwohl 
der. Unterschied zu klein war, als dass man daraus irgend einen sicheren 
Schluss ziehen kdnnte. 


Fall 2. M.O. 41 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Dieser Kranke wurde mit Gemiiseeierkost und Reis gendhrt. 

Bei diesem Fall (Tabelle IV) wurde das Blutzuckermaximum bei Kontroll- 
versuchen stets eine Stunde nach dem Essen gefunden, wahrend és bei Atropin- 
versuchen anderthalb bis vier Stunden, zumeist zwei oder drei Stunden nach der 
Nahrungsaufnahme in die Erscheinung trat. Die den Blutzuckeranstieg herab- 
setzende Wirkung des Atropins war hier nicht so eindeutig, wie im voran- 
gehenden Falle ; aber man kann eine solche Neigung nicht ganz verkennen. 
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Fall 3. T.I 47 jahrige Frau. Diabetes mellitus. 


Durch Einschaltung von einem oder zwei Gemiisetagen zwischen den 
relativ kohlehydratreichen Tagen wurde die Toleranz der Kranken fiir Kohle- 
hydrate durch die ganze Versuchszeit hindurch fast gleich erhalten. Meine 
Versuche wurden immer an Kohlehydrattagen ausgefiihrt. 

In diesem Fall (Tabelle V) konnte man keine giinstige Wirkung des Atropins 
auf die Blutzuckersteigerung nachweisen. Im Gegenteil fiel die Hyperglykamie 
bei Atropinversuchen eher starker aus. Dass die Glykosurie am 19. Januar 
ganz vermisst wurde, wahrend sie am 16. bei einer leichteren Hyperglykéimie 
positiv ausfiel, beruht wohl auf dem Umstand, dass die Zuckerausscheidungs- 
*schwelle durch Atropin erhéht wurde, wie ich in vorangehender Arbeit 
mitteilte. ‘Auch bei Pilocarpinversuchen findet man hier die Hyperglykaémie 
weit starker, als bei Kontrollversuchen, wo Kohlehydrate ungefahr in gleicher 
Menge gegeben wurden. 


Fall 4. S8.Y. 53 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Hier sei bemerkt, dass der Kranke im Laufe der Versuchszeiten keine 
auffallende Verdinderung der Zuckertoleranz zeigte. Die Nahrung bei Blut- 
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zuckeruntersuchungen bestand auch hier nur aus gekochtem Reis und zwei 
Hiinereiern. 

Aus der Tabelle VI kann man leicht ersehen, dass Atropin bei diesem Fall 
deutlich auf die alimentiére Hyperglykémie hemmend eingewirkt und zugleich 
den Eintritt des maximalen Blutzuckerwertes verspéatet hat. In diesem Fall 
kann man die Verstaérkung der alimentéren Hyperglykémie durch Pilocarpin 
nicht verkennen, wenn man darauf Riicksicht nimmt, dass die Krankheits- 
-schwere, wie oben erwahnt, an meinen Versuchstagen keine besondere 
Schwankung zeigte und folglich die Verschlimmerung der Toleranz an Pilo- 
carpintagen auf die Giftwirkung zuritickgefiihrt werden musste. 


Fall 5. S.M. 59 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Wie die Harnbefunde an 24., 29. und 31. Januar in der Tabelle VII 
zeigen, hat die Toleranz des Kranken fiir Kohlehydrate im Laufe der Ver- 
suchszeit gar keine Besserung gezeigt. Folglich muss man den Befund, dass 
die alimentaére Hyperglykimie am 30 Januar sehr undeutlich und die Gly- 
kosurie negativ ausfiel, wihrend an anderen Tagen bei einer gleichen oder 
etwas geringeren Kohlehydratzufuhr eine stérkere Hyperglykamie mit Gly- 
kosurie vorkam, auf die giinstige Wirkung des Atropins zuriickfithren. 

Wenn ich meine Untersuchungsresultate an Diabetikern 
zusammenfasse, so hat das Atropin sehr haufig auf die alimentare 
Blutzuckersteigerung etwas hemmend eingewirkt, so dass der 
Grad von Hyperglykéimie und Glykosurie dadurch etwas ver- 
ringert und der Eintritt des Blutzuckermaximums verspatet 
wurde. Nur in einem mittclschweren Fall habe ich die Verstir- 
kung der Hyperglykimie durch Atropin gesehen. Pilocarpin 
scheint bei Diabetikern im Gegensatz zu Atropin die alimentaire 
Hyperglykamie haufig etwas zu verstarken. 


B. Versuche bei Nichtdiabetikern. 


Hier habe ich den Versuchspersonen einmal nur einfach 
Sakaguchische Probekost, welche aus 270 g gekochtem Reis 
(=100¢ lufttrockenem Reis) und zwei Hihnereiern besteht, 
verabreicht und ein anderes Mal direkt davor Atropin resp. 
Pilocarpin subcutan injiziert. Nur in einigen Fallen wurde die 
Reismenge vermehrt oder Traubenzucker gegeben. Jedesmal 
wurde der Blutzucker serienartig untersucht und aus _ beiden 
Blutzuckerkurven die Giftwirkung ermittelt. Zundchst sind die 
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Resultate von Atropinversuchen an Nichtdiabetikern in der 
Tabelle VIII zusammengestellt. 

Aus der Tabelle ersieht man, dass die alimentiire Hypergly- 
kaémie bei Atropinversuchen, u.z. beim Gebrauch von 1,0 mg 
Atropin, nicht immer, aber sehr hiufig etwas niedriger ausfallt, 
als bei Kontrollversuchen. 0.5 mg Atropin war aber ganz 
wirkungslos. _Obwohl die hemmende Wirkung des Atropins 
fiir alimentiire Hyperglykiimie hier nicht so auffallend war, so 
konnte man doch die Verzdgerung des EHintrittes des Blutzuc- 
kermaximums durch Atripin deutlich beobachten. 

Zuniichst will ich die Wirkung des Pilocarpins auf die alimen- 
tiire Hyperglykamie tibersichtlich in der Tabelle IX wiedergeben. 

Wie die Tabelle zeigt, hat das Pilocarpin bei Nichtdia- 
betikern gew6éhnlich keinen Einfluss auf die alimentaire Hyper- 
glykimie ausgetibt. Obwohl in einigen Fallen (Fall 5. und 8.) 
die Hyperglykaimie bei Pilocarpinversuchen etwas geringfiigiger 
ausfiel, als. bei Kontrollversuchen, so will ich doch daraus nichts 
schliessen, weil die Erscheinung zu selten vorkam. Jedenfalls 
wurde hier eine die alimentiére Hyperglykimie verstirkende 
Wirkung des Pilocarpins, wie sie beim Diabetiker oft gefunden 
wurde, ganz vermisst. Hier sei auch bemerkt, dass die Ver- 
langsamung des Blutzuckeranstiegs, welche bei Atropininjektion 
haufig beobachtet wird, auch bei Pilocarpinversuchen ab. und 
zu (Fall 4. und 7.) vorkommt. 


ZUSAMMENF ASSUNG. 


1) Atropin beeinflusst den niichternen Blutzuckerwert beim 
Diabetiker wie beim Nichtdiabetiker gewéhnlich gar nicht. Nur 
an einem Zuckerkranken wurde dabei eine deutliche Steigerung 
beobachtet. 

2) Pilocarpin ist beim Nichtdiabetiker fiir den Blutzucker- 
gehalt morgens im niichternen Zustande gewdhnlich ganz 
wirkungslos, wahrend das Gift beim Diabetiker hiufig eine 
deutliche Blutzuckersteigerung veranlasst. 
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3) Die alimentire Blutzuckersteigerung wird durch Atropin 
beim leichten Diabetiker wie beim Nichtdiabetiker sehr haufig 
in gewissem Masse verringert. Noch auffallender wird die 
Erreichung des Blutzuckermaximums dabei verzégert. Nur bei 
einem mittelschweren Diabetesfall wurde eine deutliche Verstar- 
kung der alimentiiren Hyperglykiimie durch Atropin beobachtet. 

4) Pilocarpin scheint hiufig beim Diabetiker die alimentaire 
Hyperglykiimie zu verstirken, wahrend eine solche Wirkung 
beim Nichtdiabetiker vermisst wird. 
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SYMPATHICOTONIE UND 
ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 
HO SUP SHIM. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, Kuaiserliche 
Universitét zu Tokyo.) 


(EKingegangen am 21. September, 1925.) 


I. EINLEIuUNG. 


Viele Autoren (Caro, Cohn und Peiser, Grote) haben 
an Kranken mit den Symptomen von Ubererregbarkeit des 
sympathischen Nervensystems beobachtet, dass sie gegen Phlorizin 
stirker reagieren, als Kranke ohne solche Symptome. Die 
Klemperersche Schule (Dinner und Joel) ist der Meinung, 
dass Phlorizin auf dem Wege des Sympathicus die Nierenzellen 
zur Glykosurie veranlasst. Diinner (1922) beobachtete, dass 
2 mg Phlorizin beim normalen Menschen gewodhnlich keine 
Glykosurie, aber bei einer gleichzeitigen geringfiigigen Kohle- 
hydratzufuhr eine deutliche Zuckerausscheidung erzeugen. Zur 
Erklarung dieser Erscheinung zitiert er die Angabe von Eisner 
und Forster, dass Kohlehydratzufuhr auf den Sympathicus . 
reizend einwirkt. Er nimmt an, dass Phlorizin und Kohle- 
hydratzufuhr im ‘einzelnen nicht, aber bei Summation von 
beiden Wirkungen das sympathische Nervensystem so stark 
erregen, dass eine Glykosurie deutlich in die Erscheinung tritt. 
In derselbén Klinik hat Joel (1922) an einem renalen Gly- 
kosuriker gefunden, dass er adrenalinempfindlich war und bei 
ihm die Glykosurie nach Adrenalininjektion stiirker ausfiel, als 
naclf der Kohlehydratzufuhr, wenn die Hyperglykiimie bei beiden 
Versuchen auch fast gleich gefunden wurde. Er glaubt, dass 
diese Differenz darauf beruht, dass Adrenalin stark sympathi- 
cotonisch gewirkt und so die Nierenschwelle herabgesetzt hat. 
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Er will auch die Angabe von Hamman und Hirschmann, 
dass die Zuckerausscheidungsschwelle mit dem Auftreten der 
Glykosurie heruntergeht, als eine Stiitze seiner Ansicht heran- 
ziehen, nach welcher die Sympathicusreizung den Schwellenwert 
herabsetzt. In neuerer Zeit hat Teschendorf (1924) gefunden, 
dass das sympathicuslihmende Ergotamin die Diurese und 
zugleich in stirkerem Grade die Zuckerausscheidung hemmt. 
Wir wollen mit der Klempererschen Schule glauben, dass die 
Zuckerausscheidungsschwelle resp. die renale Glykosurie mit der 
Funktion des vegetativen Nervensystems innig zu tun hat. 
Aber wir kénnen uns nicht der Ansicht der oben genannten 
Autoren. ohne weiteres anschliessen, dass Sympathicuserregung 
immer eine NHerabsetzung des Schwellenwertes verursache. 
Dagegen spricht schon der Befund von Nakayama (1924), der 
in unserer K linik feststellte, dass die Zuckerausscheidungsschwelle 
bei der Adrenalinglykosurie gewéhnlich deutlich héher liegt, 
als bei der alimentaéren. So wollen wir uns denn auf Veran- 
lassang und unter Leitung von Prof. K. Sakaguchi weiter 
mit der Frage befassen. 

Bei unseren Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir 
zguerst an vier renalen Glykosurikern durch Adrenalin resp. 
Kohlehydratzufuhr ungefaéhr gleich starke Hyperglykimie 
erzeugten und so die Starke der Glykosurie bei beiden Ver- 
suchsbedingungen miteinander in Vergleich stellten, um zu 
sehen, ob Joels Befund an einem Fall von renaler Glykosurie 
im allgemeinen ftir diese Kraukheit gilt oder nur einen zufalligen 
darstellt. Dann haben wir weiter an den nichtdiabetischen 
Versuchspersonen, bei denen die Zuckerausscheidungsschwelle 
durch Phlorizin herabgesetzt wurde, wieder die Starke der 
alimentéren und Adrenalin- Glykosurie bei gleich hoher Hyper- 
glykémie vergleichend untersucht. Endlich wurde der Einfluss 
der vorangehenden Kohlehydratzufuhr auf den Schwellenwert 
bei der nd&chsten Mahlzeit untersucht. 
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Il. AtimenTARE unD ADRENALIN-GLYKOSURIE BEI GLEICH 
STARKER HypERGLYKAMIE AM RENALEN GLYKOSURIKER. 


Wie oben erwihnt, hat Joel an einem renalen Glykosuriker 
gefunden, dass die Glykosurie bei einem gleich hohen Blut- 
zuckeranstieg nach Adrenalininjektion weit stirker zustande 
kam, als nach der Kohlehydratzufuhr. Weil seine Beobachtung 
aber nur auf einen Fall beschrinkt ist, so ist es unbedingt 
notig, die Zahl der Untersuchungen zu vergréssern, um die 
Befunde zur Klarung irgend einer Frage heranziehen zu kénnen. 
Wr haben also an vier Fallen von renaler Glykosurie, bei denen 
die Diagnose durch wiederholte Untersuchung der alimentiren 
Hyperglykamie und Glykosurie festgestellt war, die Angabe von 
Joel nachgepriift. Dazu haben wir den Kranken an einem 
Tage im ntichternen Zustande morgens kohlehydratreiche Kost, 
welche aus gekochtem Reis und zwei Huthnereiern bestand, 
gegeben und an anderem Tage ebenso bei leerem Magen Adrena- 
lin subkutan injiziert. Jedesmal wurde der Blutzuckergehalt 
halbstiindlich und die Glykosurie stiindlich untersucht. Um 
eine ungefaéhr gleich starke Hyperglykimie nach Kohlehydrat- 
aufnahme und Adrenalininjektion hervorzurufen, wurden die 
Versuche hiufig wiederholt, indem entweder die Adrenalinmenge 
oder die Kohlebydratzufuhr in verschiedenem Masse verdndert 
wurden. Die einzelnen Daten sind in der folgenden Tabelle 
wiedergegeben. Hier sind nur die Resultate der Untersuchungen 
angegeben, bei denen die durch Adrenalin resp. Kohlehydrat- 
zufuhr verursachte Hyperglykaémie gerade fast gleich gefunden 
wurde, oder auch bei ihrer Ungleichheit der Einfluss des 
Adrenalins auf den Schwellenwert leicht ersichtlich war. 
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Weil die Zuckerausscheidungsschwelle einen solchen Blut- 
zuckerwert darstellt, bei dessen Uberschreitung erst die Glykosurie 
zum Vorschein kommt, so muss man bei der Bestimmung des 
Schwellenwertes auf die Konzentration des Harnzuckers mehr 
Gewicht legen, als auf die absolute Menge des ausgeschiedenen 
Zuckers. Wenn man die oben stehende Tabelle durchsieht, so 
wird man bei Fall 1. finden, dass die Hyperglykimie beim 
Adrenalinversuche stiirker ausfiel, als nach der Kohlehydratzufuhr. 
Trotzdem war dort der Zuckergehalt des Harns, besonders in der 
ersten Stunde, weit kleiner als hier, obwohl dic gesamte aus- 
geschiedene Zuckermenge bei beiden Fallen fast gleich ausfiel. 
Dieser Befund deutet darauf hin, dass der Schwellenwert stir 
Adrenalinglykosurie etwas héher liegt, als der fiir die alimentiire. 
Eine solehe Erscheinung wurde bei Fall 2. noch deutlicher 
gesehen, weil die Glykosurie beim Adrenalinversuche trotz einer 
etwas stiirkeren Hyperglykiimie im Zuckergehalt wie in der 
absoluten Menge gerinefitgiver ausfiel, als bei Kohlehydratzufuhr. : 
In Fall 3. war die Sache etwasanders. Hier wurde die Glyko- 
surie bei gleich starker Hyperglykaimie nach Adrenalininjektion 
stiirker gefunden als nach Kollehydratzufuhr, was mit der 
Angabe von Joel in Ubereinstimmung steht. Bei Fall 4. 
scheint der Schwellenwert-bei beiden Versuchen ungefihr eleieh 
zu sein. 

Kurz, bei unseren Versuchen an vier renalen Glykosurikern 
haben wir in zwei Fallen gefunden, dass die Zuckerausscheidungs- 
schwelle bei Adrenalininjektion ctwas héher war, als nach 
Kohlehydratzufuhr, wie Nakayama beim Nichtdiabetiker hiufig 
fand. In einem dritten Fall, wie im Fall von Joel, yerhiclt 
sich die Sache gerade umgekehrt und in einem vierien Fall 
wurde der Schwellenwert bei beiden Versuchsbedingungen fast 
gleich gefunden. 


Ill. VrERSUCHE AN PHLORIZINIERTEN NICHTDIABETIKERN. 


Dinner will die von vielen Autoren mitgeteilte Phlorizin- 
empfindlichkeit der sympathicotonischen Kranken direkt zur 
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Beweisfiihrung seiner Vermutung heranziehen, das die Phlorizin- 
wirkung als Folge der Sympathicusreizung in die Erscheinung 
trete. Diese Annahme gibt eine Méglichkeit an die Hand, aber 
nicht die einzige. Eine solehe Erscheinung kénnte wohl auch 
unter anderen Umstinden vorkommen. Wenn fiir das Zustande- 
kommen der Phlorizinglykosurie, naémlich fiir die Erniedrigung 
der Zuckerausscheidungsschwelle dabei, eine Erregung des sym- 
pathischen Nervensystems eine wesentliche Rolle spielen wiirde, 
so mtisste bel einem mit einer gleichen Menge Phlorizin 
behandelten Menschen durch Adrenalin eine stiirkere Glykosurie 
erzeugt werden, als nach Kohlehydratzufuhr, wenn die Blut- 
zuckersteigerung bei beiden Fallen die gleiche Hohe erreicht. 
Dinner hat hieriitber kein Experiment ausgefiihrt. Statt dessen 
hat er nur den oben diskutierten Befund von Joel an der 
renalen Glykosurie, welche mit der Phlorizinglykosurie in einem 
innigen Zusammenhang zu stehen scheint, als einen Beweis 
seiner Ansicht zitiert. Weil aber durch unsere Untersuchungen 
bewiesen wurde, dass Joels Befund nicht fiir alle Falle von 
renaler Glykosurie zutrifft, sondern das umgekehrte Verhalten 
eher haufiger vorkommt, so wollten wir weiter experimentell 
untersuchen, wie die Glykosurie bei einem  phlorizinierten 
Kranken durch Adrenalin resp. Kohlehydratzufuhr, welche eine 
gleich starke Hyperglykaémie erzeugen, beeinflusst wird. Zu 
diesem Zwecke haben wir den Versuchspersonen im niichternen 
Zustande morgens 2 mg Phlorizin subkutan eingespritzt. Dieser 
Vorbehandlung folgte, einmal die Adrenalininjektion und ein 
anderes Mal Kohlehydratzufuhr. Bei letzterem Fall wurde 
Sakaguchische Probekost, welche aus 270 g gekochtem Reis 
(=100¢ lufttrockenem Reis) und zwei Hihnereiern besteht, 
gegeben, um zugleich zu sehen, wie die Kohlehydratassimilation 
durch Phlorizin beeinflusst wird. Weil Sakaguchi und seine 
Mitarbeiter (1922) feststellten, dass der Blutzuckergehalt beim 
Gesunden nach dieser Kost nicht 0,15 % erreicht und nach 
einer oder anderthalb Stunden schon nahe an den ntichternen 
Wert zuriicksinkt, so kann man beim Gebrauch dieser Kost 
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aus der Blutzuckerkurve sehr leicht die Schidigung der Zucker- 
assimilation erkennen. Bekanutlich wird die letztere gewohnlich 
bei der Erregung des sympathischen Nervensystems mehr oder 
minder herabgesetzt, so dass die alimentiire Hyperglykiimie in 
diesem Zustande stiirker vorkommt. Wenn Phlorizin sympa- 
thicotonisch einwirken wiirde, so kénnte man wohl erwarten, 
dass die Assimilationskraft fiir Kohlehydrate bei Phlorizinzufuhr 
in gewissem Masse geschiidigt wird. Die einzelnen Daten sind 
in Tabelle TI. wiedergegeben. 

Aus der Tabelle kann man ersehen, dass bei meinen 
Versuchen, wo eine fast gleich starke Hyperglykiimie durch 
Adrenalin- resp. Kohlehydrat-Zufuhr erzeugt wurde, auch die 
Glykosurie ungefiihr in gleicher Stiirke zustande kam. Hieraus 
muss man folgern, dass die Zuckerausscheidungsschwelle bei 
beiden Versuchsbedingungen im grossen und ganzen gleich hoch 
blieb. Wenn man aber feinere Unterschiede in Betracht zieht 
und demnach die Schwellenwerte beurteilt, so wird man die in 
der letzten Kolonne angegebenen Vergleichswerte ermitteln. 
Bei diesem Vergleich haben wir neben dem Grade der Hyper- 
glykimie mehr Gewicht auf die Zuckerkouzentration des Harns 
gelegt, als auf. die ausgeschiedene Zuckermenge. Hier sind wir 
uns aber bewusst, dass der Unterschied bei den meisten Fallen 
zu klein war, als dass man darauf einen besonderen Wert 
legen konnte. Doch haben wir gewagt, soleche minderwertige 
Vergleichswerte anzugeben, nur um zu zeigen, dass die Zucker- 
ausscheidungsschwelle durch Adrenalin gar nicht herabgesetzt 
wird, sondern gewéhnlich eine umgckehrt gerichtete Neigung 
zeigt. 

Ferner sei hier noch mitgeteilt, dass der Blutzuckergehalt 
nach der Aufnahme von Sakaguchischer Probekost in keinem 
Fall einen abnorm starken Anstieg zeigte. Dieser Befund 
beweist, dass Phlorizin, wenigstens in einer von Joel und von 
uns gebrauchten Dose, die Assimilationskraft fiir Kohlehydrate 
nicht deutlich herabsetzt. Damit wollen wir aber nicht behaup- 
ten, dass das Phlorizin tiberhaupt nicht die Zuckerassimilation 
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beeinflusst. Von vielen Seiten wurde schon mitgeteilt, dass 
Phlorizininjektion eine leichte Blutzuckersteigerung nach sich 
zieht, welche Sakaguchi auch frither beim Gebrauch einer 
grésseren Dose am Kaninchen beobachten konnte (nicht veréf- 
fentlicht). Wir halten es also auch fiir méglich, dass Phlorizin 
in einer grésseren Dose die alimentiire Hyperglykaémie verstarkt. 
Wir méchten hier nur erwéihnen, dass Phlorizindosen, welche 
den Schwellenwert deutlich herabsetzen, das sympathische 
Nervensystem wenigstens nicht so stark erregen, dass die Zucker- 
assimilation dadurch sichtbar beeinflusst wird. 


IV. WreE WIRD DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE DURCH 
VORANGEHENDE KOHLEHYDRATZUFUHR BEEINFLUSST ? 


Hamman und Hirschmann glauben, dass die Zucker- 
ausscheidungsschwelle mit dem Auftreten der Zuckerausscheidung 
herabsinke, so dass die Glykosurie fortbestehe, wenn der Blut- 
zuckerwert auch deutlich abklinge. Joel wollte diese Angabe 
durch die Annahme begriinden, dass Kohlehydratzufuhr auf 
den Sympathicus reizend wirke und als Folge dieser Erregung des 
sympathischen Nervensystems eine Herabsetzung des Schwellen- 
wertes herbeiftthre. Wenn die Sache wirklich so wire, miisste 
man wohl erwarten, dass der Schwellenwert beim Mittagessen 
nicdriger sei, als beim Friihstiick, wenn beide Malzeiten nach 
einer relativ kleinen Zwischenzcit hintereinander gegeben werden. 
Diese Frage hat ftir die Behandlung der Zuckerkrankheit cine 
grosse praktische Bedeutung, weil man gewdhnlich aus der 
Stirke der Glykosurie auf die dabei bestehende Hyperglykimie 
Schlisse zieht, indem man vorher die beiden einigemal ver- 
gleichend untersucht, und danach die Krankenkost verordnet. 
Wenn der Schwellenwert hierbei cine starke Schwankung 
zeigt, so scheitert diese Vermutung. Wir miissen also dabei tiber 
gute Kenntniss derjenigen Momente verfiigen, welche die 
Zuckerausscheidungsschwelle beeinflussen. Die Entscheidung 
der vorliegenden Frage hat also ein theorctisches wie praktisches 
Interesse. 
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Bei unseren Untersuchungen haben wir leichte Zuckerkranke 
als Versuchspersonen gewiihlt, weil die Bestimmung des Schwel- 
lenwertes bei ihnen weit leichter als bei Nichtdiabetikern 
ausfiihrbar ist. Wir haben ihren Schwellenwert zuerst beim 
Friihstiick und dann an demselben oder anderen Tagen beim 
Mittagessen bestimmt. Um die Zwischenzeit der Mahlzeiten 
hier méglichst kurz zu halten, sind wir so vorgegangen, dass 
wir sofort das Mittagessen verabreichten, sobald die durch das 
Frihstiick erzeugte Glykosurie (bei. stiindlicher Harnunter- 
suchung) verschwand oder der Harn zwei Stunden nach dem 
Essen ganz zuckerfrei gefunden wurde. Unsere Untersuchungs- 
resultate sind in der Tabelle III. wiedergegeben. 

Wie die Tabelle zeigt, war der Schwellewert bei der ersten 
und zweiten Mahlzeit fast gleich. Wir haben also nichts davon 
gesehen, dass die Zuckerausscheidungsschwelle durch vorange- 
hende Kohlehydratzufuhr herabgesetzt wird. 


V. ZuSAMMENFASSUNG. 


1) Bei Untersuchungen an vier renalen Glykosurikern 
haben wir in zwei Fallen gefunden, dass der Schwellenwert fir 
Adrenalinglykosurie hoher lag, als der fiir alimentiire Glykosurie. 
In einem Fall zeigte die Schwelle bei beiden Versuchsbedingungen 
ein umgekehrtes Verhalten, und in einem anderen war sic 
gleich hoch.’ 

2) Bei den mit Phlorizin vorbehandelten Menschen wurde 
der Schwellenwert fiir Adrenalin- und alimentiire Glykosurie fast 
gleich gefunden- 

3) Obwohl 2 mg Phlorizin deutlich die Zuckerausscheidungs- 
schwelle herabsetzten, so wurde doch keine nachweisbare Ver-— 
schlimmerung der Zuckerassimilation dadurch veranlasst. 

4) Die Zuckerausscheidungsschwelle wird durch eine voran- 
gehende Kohlehydratzufuhr gar nicht herabgesetzt. 

5) Auf Grund der oben erwihnten Tatsachen kénnen 
wir uns der Ansicht yon Diinner und Joel nicht anschliessen, 
dass die Erniedrigung der Zuckerausscheidungsschwelle immer 
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durch Erregung des sympathischen Nervensystems hervorgerufen 
werde. 
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UBER DAS VERHALTEN DER LEBENSWICHTIGEN 
AMINOSAUREN BEI DER BEBRUTUNG 
DES HUHNEREIES. 
Von 
YUZO SENDJU. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institu! zu Nagasaii. 
Director: Prof. Dr. M. Tomita) 
(Eingegangen am 3. October 1925) 


Versuche an einzelnen Zellen von gleichartiger Struktur- 
bieten viele Vorteile gegentiber solchen an zusammengesetzten 
Organismen. Mancherlei Vorgiinge lassen sich besser feststellen, 
als wenn Gewebe vorliegen. Die Ergebnisse treten im einzelnen 
Fall meistens klarer zutage. Es miissen also unter allen Organen 
und Organismen sich entwickelnde ier zuerst in Frage kom- 
men, wenn es gilt, das Leben einer Zelle vom Standpunkt der 
Biochemie aus méglicht vollstindig zu verfolgen. 

In dem befruchteten Htihnerei, dessen Eidotter, wie bekannt, 


eine Zelle repraesentiert, erkennen wir eine merkwiirdige Fahig- 


keit, durch fussere Bedingungen den Zustand des statischen 
Gleichgewichtes der Kraft in Bewegung iiberzufiithren und diese 
Kraft in einer Reihe von Formbildungen zu éussern. 

Es ist nun ein ausserordentlich verlockendes Problem, zu 
verfolgen, wie die einzelnen Stoffe im werdenden Kiicken sich 
zusammenftigen, und wie schliesslich aus einer Reihe von Ver- 
bindungen die Zelle wird. Vor unseren Augen sehen wir fast 
plétzlich den Blutfarbstoff auftreten und an Menge zunehmen. 
Wir beobachten das erste Auftreten der Blutkérperchen, wie 
die Muskelsubstanz, das Nervengewebe und die Anlage des 
ganzen Knochensystems sich aus der Eisubstanz formen. Wir 
wissen, dass das Ei alle zum Aufbau und zur Bestreitung der 
Lebensbeditirfnisse des keimenden Embryos erforderlichen Ver- 
bindungen enthialt. 

Sie mtissen ferner in der Form zugegen sein, in der sie 


guar Aufspaltung, Uberfithrung und Umformung gecignet sind. 


SOL 
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Wir diirfen wohl annehmen, dass kein Stoff, der im Eiinhalt 
vorkommt, auf die Dauer entbehrlich ist. 

Bei jedem einzelnen, neu auftretenden Stoff miissten wir 
eigentlich verfoleen kénnen, auf Kosten welcher vorgebildeten 
Substanz des Eiinhaltes er gebildet wird, da von aussen keine 
Zufubr erfolgt. Wenn damit ein Anh ltspunkt fir die Bezie- 
hungen zwischen Baumaterial und fertigem Gebaiude gefunden 
wiire, so miuisste alles versucht werden, um Schritt fir Schritt 
die Zwischenglieder der Umwandlung der einzelnen Stoffe inein- 
ander festzulegen. 

Die bisherigen Versuche haben nun ergeben, dass als Bau- 
steine der Nahrungsstoffe einige Aminoséuren unbedingt not- 
wendig sind, wahrend andere entbehrt werden kénnen. So 
zam Beispiele sind Tyrosin und Phenylalanin unersetzbar. Nicht 
fehlen darf auch das Cystin, dem eine wichtige Rolle beim 
Wachstum und bei den Oxydationsvorgingen in den Zellen 
zukommt. Auch Arginin, Lysin und Histidin sind nicht ersetz- 
bar. Als eine unentbehrliche Aminosiéure erwies sich ferner 
auch das Tryptophan. 

Uber die Entstehung des Blut- und Gallenfarbstoffes ver- 
mégen wir bei dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse gar nichts 
Bestimmtes auszusagen. Nur lassen die Pyrrolkerne, die am 
Aufbau der beiden Farbstoffe beteiligt sind, Vermutungen tiber 
ihre Herkunft'zu. Mit der vélligen Aufklirung der Struktur 
des Blut- und Gallenfarbstoffes und der Kenntnis aller ihrer 
Abbaustufen werden auch Anhaltspunkte fir ein erfolgreiches 
Studium der Synthese dieser Verbindungen in dem Tierorga- 
nismus gewonnen. Als Ausgangsmaterial zur Synthese des 
Pyrrolringgeriistes der beiden Farbstoffe kann zuerst das Tryp- 
tophan in Betracht kommen. 

Die aromatischen Aminosiuren scheinen im tierischen Orga- 
nisiaus eine besondere Rolle als Ausgangsmaterial zur Bildung 
von Inkretstoffen zu spielen. Man erkennt, dass das Adrenalin 
und das Tyramin unzweifelhaft Beziehungen zum Tyrosin bzw. 
zum Phenylalanin besitzen. Beide Aminosiuren haben noch 
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dadurch ein besonderes Interesse_ erlangt, “weil der Nachweis 
gegliickt ist, dass eine Umwandlung von Blutfarbstoff i in Gallen- 
fatbstoff stattfindet durch Einwirkung'von Phenolderivaten, sel 
es ¥on Adrenalin, sei es von Brenzkatechin. 

Die Forschungen tiber die Wertigkeit der einzelnen Ami- 
nosiuren fiir das Wachstum der Tiere sind namentlich von 
Osborne, Mendel, Johns, Abderhalden und Hopkins 
u. A. mit Erfolg auf breitester Basis fortgefiilirt worden. Durch 
Zusatz bestimmter Aminositren—Lysin, Tryptophan, Cystin— 
lassen sich Proteine, die an und fir sich nicht ausreichen, um 
das Wachstum in normalen Bahnen zu erhalten, vervollstain- 
digen. Arginin und Histidin scheinen fir das Wachstum auch 
eine besondere Bedeutung zu haben. 

Wir kommen nun zu einer der wichtigsten Fragen auf dem 
gesamten Gebiete des Aminosiurestoffwechsels, nimlich zu dem 
Probleme, welche Aminosiuren als solche im tierischen Orga- 
nismus eine bedeutsame Rolle spielen oder als Bausteine fir 
Eiweiss unentbehrlich sind, und welche ausserdem als Aus- 
gangsmaterial zur Bildung wichtiger Inkretstoffe und Produkte 
Verwendung finden, welche bei bestimmten Organfunktionen 
und vor allem fiir normalen Ablauf des Zellstoffwechsels unent- 
behrlich sind. 

Um dariiber Klarheit zu schaffen, peschAftigte ich mich 
auf Veranlassung von Prof. Tomita mit der Frage, wie die 
lebenswichtigen Aminosdiuren sich bei der Bebriitung des Hth- 
nereies verhalten. 


EXPERIMENTELLES. 


I User pAs VERHALTEN DES TRYPTOPHANS BEI DER 
BEBRUTUNG DES HUHNEREIES. 


Die nachstehend mitgeteilten Untersuchungen. hatten zur 
Aufgabe die Untersuchung der Frage, wie das Tryptophan der 
Hiihnereier in freier sowie gebundener Form sich bei der Be- 
briitung verhielte, und ob sich nicht eine Beziehung zwischen 
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Tryptophan und Blut-bzw. Gallenfarbstoff dabei feststellen liesse. 

Als Untersuchungsmaterial benutzte ich méglichst gleich- 
grosse Eier, die von unter gleichen Bedingungen erndhrten 
Hennen derselben Rasse in einer bestimmten Frist gelegt'waren, 
und zwar verwendete ich zum Teil frisch befruchtete Eier und 
zum Teil bebriitete Eier, die 3 Tage, 5 Tage, 10 Tage, 14 Tage, 
17 Tage und 19 Tage alt waren. 

Fir Ermittelung des Tryptophangehaltes wurde dabei das 
colorimetrische Verfahren von O. Fiirth® angewandt, welches 
auf einer von Voisenet™ angegebenen Farbenreaktion beruht. 

Eierklar, Dotter sowie Embryo wurden sorgsam getrennt, 
das Eiweiss und der zerkleinerte Embryo sofort, der Dotter erst 
nach dem Entfetten mit Chloroformwasser durchgertihrt. Jede 
Portion wurde mit Na, CO; schwach alkalisch gemacht und mit 
0.5g¢ Trypsin (Kahlbaum) oder 2.0 g Pankreaspulver vermischt, 
auf 100.0ccm aufgefiillt und nebst Toluol bei 37°C im Brut- 
schrank zur Verdauung angesetzt. 

Um nun den Tryptophangehalt zu ermitteln, wurde das 
Digerat nach Ablauf von 8 Tagen filtriert und, parallel der 
Ausfiihrung der Standardreaktion aus einer 0.1 proz. Trypto- 
phanlésung, in ganz analoger Weise die Reaktion mit 2.0 ccm 
des Filtrates ausgefiihrt. Wird diese entfettete Verdauungsfltis- 
sigkeit der Voisenet-Reaktion unterworfen, so werden die 
Schwierigkeiten der Ausfithrung leicht beseitigt, welche infolge 
der feinen Verteilung des Fettes und durch die Eiweisskoagula- 
tion in der konzentrierten Saiure der direkten colorimetrischen 
Ermittelung entgegenstehen. 

Die Versuchsresultate waren folgende: 


1. Versuchsrethe. 


Frisches Hitihnerel. 


1) Biochem. Zs. 109, 103, 
2) Bull. Soc. Chim. Haris (3) 33, 1198. 


“¢ * 
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TABELLE I. 
Gewicht des Gehalt an Gewicht des Gehalt an | Gehalt an 
Versuchs- be Sel Tryptophan pe isag Tryptophan) Tryptophan 
nummer iets Kierklar Dotiers im Dotter | im ganzen 
in 2. in 2. in g. in g. Ei in g. 
1 22.5 0.0638 18.5 0.0626 0.1264 
2 31.0 0.0781 17.0 0.05388 0.1319 
3 29.5 0.0691 18.8 0.0757 0.1448 
4 33.0 0.0618 16.5 0.0737 0.1855 
5 30.0 0.0625 21.5 0.0689 0.1814 
6 31.5 0.0657 20.0 0.0609 0.1266 
he 29.0 0.0625 17.5 0.0617 0.1242 
8 31.0 0.0666 16.5 0.0649 0.1315 
9 32.5 0.0757 16.0 0.0602 0.1359 
10 30.5 0.0717 19.5 0.0648 0.1385 
"30.0 0.0677 18.1 0.0644 0.1321 
2. Versuchsrethe. 
Za den Versuchen fanden 3 Tage lang bebriitete Eier 
Verwendung. 
TABELLE II. 
—= = 
Gewicht des} Genalt an [Gewicht des! Gehalt an | Gehalt an 
Versuchs- Oise Tryptophan Leiba Tryptophan] Tryptophan 
nummer Fierklars |'™ Kierklar Pistia im Dotter | im ganzen 
in g. in g. in g. in g. Ei in g. 
1 22.5 0.0476 24.0 0.0581 0.1057 
2 16.5 0.0432 24.0 0.0588 0.1020 
3 15.0 0.0409. 25.2 0.0476 0.0885 
4 18.2 0.0476 28.0 0.0558 0.1034 
5 14.0 0.0420 30.0 0.0598 0.1018 
6 20.5 0.0462 27.0 0.0625 0.1087 
ff 22.0 0.0454 27.5 0.0568 0.1022 
8 24.0 0.0520 26.0 0.0588 04108 
9 27.0 0.0555 24.5 0.0581 0.1136 
10 25.0 0.0568 24.0 0.0500 0.1068 
20.5 0.0477 26.0 0.0566 0.1043 
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3. Versuchsreihe. 
Hierklar, Dotter sowie Embryo von 5 Tage lang bebriiteten . 


Hiihnereiern wurden gesondert auf Tryptophan verarbeitet. 
Die Ergebnisse finden sich in Tabelle III zusammengestellt. 


TABELLE III. 


| 
! 


| ee | ' | “i | 
_ Gewicht Genalt an Cewicht Gehalt an Gewicht Gehalt anGehalt an 


25! des ae i des? = de | 

= verwen- Trypto- | verwen- | DTYPt0- | yerwen- | Ttypto--| Trypto- 
ne ted yee phan LOS ae | phan im amen phan im | phan im 
= = Eierklars Hierklar | Dotters | Dower | Embryos | Embryo | een 
Pi) ine: Rese in g. in 2. in ¢. in 2. Ei in g. 


| | | 
1 10.0 | 0.0467 22.0 i. 0.05811 18.0 0.0098 0.1146 


2 9.5 0.0420 23.5 0.0568 15.5 | 0.0049 | 0.1087 
3 | 10.0 |! 0.0423 22. 


0 0.0617 | 20.5 0.0037 0.1077 
4 10.0 § 0.0577 | .22.0 ; 0.0462 16.5 0.0026 
5 


| | | 0.1065 
5 75 | 0.0884 | 17.5 (0.0526 16.5 0.0061 | 0.0971 
6 | 75 | 0.0883 | 25.5 | 0.0581 13.5 | 0.0055 | 0.0919 
7, 10.0 0.0368 | 82.0 0.0625, 10.5 | 0.0037 | 0.1080 
$ | 85 0.0357 | 215 0.0488 | 15,5 | 0.0088 | 0.0883 
9 | 10.5  o.cs7 | 22.0  o.o6 135 | 0.0049 | 0.0899 


10 | 65 | 0.0312 | 25.5 0.0588 | 17.0 | 0.0068 | 0.0968 


PP .o.0 0.0407 | 25.3 0.0535 15.7 0.0051 | 0.0993 
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4. Versuchsrethe. 


Zu den Versuchen wurde jedesmal Material verwendet, 
welches von 7 Tage bebriiteten Eiern herrihrte. 


TABELLE IV. 


nN) 


Dg, has Gehalt an pei hen Gehalt an parent Gehalt anGehalt an 
30 ayn. | Lrypto- _| Trypto- | .. _ | Trypto- | Trypto- 
Ea hp ainkey phan im see phan im ehh phan im | phan im 
5 5 pee Eierklar Dotter Embryo | ganzen 
Se Eierklars a Dotters in Embryos ce Bian 
‘ in g. 3 in g 8: in g. 8s 8. 
1 10.0 0.0534 | 20.0 | 0.0462 | 19.0 0.0182 | 0.1128 
| | 
2 8.5 0.0454 17.5 | 0.0416 | 18.5 0.0061 | 0.0931 
Bre 7.0 0.0403 21.2) -| 0.0454 20.0 0.0141 | 0.0998 
4 10.5 0.0500 19.0 | 0.0490 | 21.5 0.0098 0.1068 
5 8.5 0.0446 | 19.0 0.0480 | 18.5 0.0081 | 0.1007 
6 6.0 0.0340 | 25.0 0.0531 .| 12.5 0.0110 | 0.0981 
7 | 65 0.0852 | 27.0 0.0480 14.0 0.0068 | 0.0900 
8 | 8.0 0.0490 20.0 | 0.0446 16.0 0.0098 | 0.1034 
Su” 88 0.0438 13.0 0.0434 18.0 0.0126 | 0.0998 
| ‘ | 
167}. 7.0 0.0387 21.0 | 0.0595 16.0 | 0.0102 | 0.1084 
8.0 | 0.0416 | 20.2 | 0.0475 | 17.4 | 0.0101 | 0.0992 


- 
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5. Versuchsrethe.. 


10 Tage bebriitete Eier wurden zu den Versuchen verwendet. 
Die Resultate sind ‘in folgender Tabelle zasammengestellt. 


TABELLE V. 


ee Gehalt an Gewicht Gehalt an Gewicht Gehalt an Gehalt, an 
_ | Trypto- 5 | Lrypto- _ | Trypto- rypto- 

Xe ee phan im ee phan im bar Ait phan im.| phan im 
EKierklar Embryo | ganzen 


Hierklars : : Seas 
in g. in ge in g Hi in g. 


Verstichs- 
numyne? 


in g. 


H 


9.5 0.0588 17.0 0.0383 19.0 0.0208 0.1179 


2 7.0 0.0442 14.5 0.0331 17.5 0.0162 0.0935 
3 7.0 0.0458 14.0 0.0333 19.0 0.0171 0.0960 
4 8.5 0.0500 18.0 0.0462 16.5 0.0138 0.1100 
5 9.5 0.0625 19.5 0.0403 20.0 } 0.0169 0.1195 
6 10.0 | 0.0598 14.0 0.0283 |. 18.0 0.0124 0 1005 
7 9.0 0.0607 16.5 0.0358 ‘20.5 0.0142 0.1107 
8 9.0 0.0584 17.0 | 0.0384 17.0 0.0110 0.1078 
9 10.0 0.0680 22.0 0.0431 17.5 0.0138 | 0.1149 
10 9.0 0.0657 15.5 | 0.0332 16.5 0.0110 0.1099 


8.9 ~ 0.0573 16.8 0.0370 18.1 0.0147 | 0.1090 
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6. Versuchsreihe. 


Zu den folgenden Versuchen wurden 14 Tage lang bebriitete 
Hiihnereier verwendet. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 
VI zusammengestellt. 


TABELLE VI. 


» »,| Cewicht igenait an| Gewicht Igonait an| Sewicht IGonalt an'Gehalt an 
34 a = cache Trypto- ase Trypto- | Trypto- 
ae ch rile phan im ipe dies | phan im seine phan im} phan im 
© 5 | Wierkl Eierklar Dotter Embryo | ganzen 
SS @| Herklars | “5 Dotters in Embryos | “in o Fi in g 
in g. ‘ in g. 8- in g. ee ‘ 
5 6.0 0.0328 13.5 0.0420 18.0 0.0226 0.0974 
2 7.0 0.0403 18.0 0.0500 17.0 0.0257 0.1160 
4 7.5 0.0423 22.0 0.0446 92.0 0.0246 | 0.1115 
4 5.0 0.0294. 25.0 0.0625 18.0 0.0274 ! 0.1193 
5 7.0 0.0418 21.5 0.0466 19.0 0.0212 / 0.1096 
| 
6 3.5 0.0227 8.5 0.0387 25.5 0.0233 | 0.0847 
| 
i! 5.5 0.0355 15.0 0.0434 21.0 0.0292 | 0.1081 
8 5.5 0.0312 12.5 0.0423 24.5 0.0261 0.0996 
9 6.0 0.0448 14.5 0.0444 18.0 0.0253 | 0.1145 
10 | 65 0.0485 12.0 0.0400 35.0 0.0288 | 0.1173 
5.9 0.0369 16.2 | (.0454 21.8 0.0254 | 0.1067 
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7.  Versuchsreihe. 


Diesmal wurden 17 Tage lang bebriitete Hithnereier zu den 


Versuchen verwendet. 


Die folgende Tabelle veranschaulicht die 


Resultate. 
TABELLE VII. 

Scion Gehalt an Gewicht IGehalt an Gehalt anGehalt an 
| vermen: | han im | YEN? | phan im phan im| phan im 
© & | Bierklars Kierklar | potters | Dotter Embryo | ganzen 
> in g. in g. in g in g. in g. Ei in g. 

ee ERE Se ne As 
1 4.5 0.0161 16.0 0.0403 0.0303 | 0.0867 
2 4.5 | 0.0277 14.5 0.0378 0.0248 | 0.0903 
3 3.0 | 0.0168 14.5 0.0454 0.0362 | 0.0984 
4 4.0 0.0198 12.0 | 0.0426 0.0274 | 0.0863 
5 3.5 0.0116 13.5 0.0495 0.0342 | 0.0953 
6 0.5 0.0052 9.5 0.0380 0.0357 | 0.0789 
7 1.5 0.0162 res 0.0285 | 0.0375 | 0.0822 
8 1.5 0.0126 11.5 0.0370 0.0404 0.0800 
9 1.0 0.0098 14.0 0.0423 0.0322 | 0.0843 
10 1.0 0.0071 8.0 0.0303 | 0.0444 | 0.8818 

2.5 0.0137 1201 0.0891 0.0343 | 0.0871 
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8. Versuchsrethe. 


Der Embryo von 19 Tage lang bebriiteten Eiern wurde 
nun auf Tryptophan yerarbeitet. Die Ergebnisse der einzelnen 
Tryptophanbestimmungen sind aus Tabelle VIII ersichtlich. 


TABELLE VII. 


Gewicht des verwendeten Gehalt an Tryptophan 


Versuchsnummer Embryos in g. im Embryo in g. 
1 34.0 0.0608 
2 38.0 0.0617 
3 32.0 0.0574 
4 38.0 . (.0704 
5 37.0 0.0562 
85.8 0.0601 


Es folgt hier nun eine Tabelle, welche die in den ange- 
fiihrten Versuchen erhaltenen Mittelwerte fir Tryytophan ver- 


anschaulicht. 
TABELLE IX: 
ae Ra a a z 
y Gehalt a : Gehalt an Gehalt anjGehalt an 
2. Gewicht ernie Gewicht | Trypto- | Gewicht | Trypto- | Trypto- 
£5/_.des_ | phan im des | phan im Embryos | phan im} phan im 
Be Eierklars | hierklar | Dotters |” Dotter ing. | Embryo | ganzen 
3 =e in g. sige oe in g. in g. in g. 
0 30.0 O67 eel a LS.) 0.0644 _— ae 0.132 
3 20.5 0.0477 26.0 0.0566 ae ~ 0.1048 
5 9.0 0.0407 23.3 0.0535 15.7 0.0051 0.0993 
7 8.0 0.0416 20.2 0.0475 17.4 0.0101 0.0992 
10 8.9 0.0573 16.8 0.0370 18.1 0.0147 0.1090 
14 5.9 0.0369 16.2 0.0454 21.8 0.0254 0.1067 
17 2.5 0.0137 121 0.0391 24.3 0.0343 0.0871 


19 0 = = ine 35.8 | 0.0601 | 0.0601 
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Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse im folgen- 
den kurvenmiassig dargestellt. 


aaa 
| Aliso 


a 7 LO Lk LT L9 
Bebriitungsdauer 


Tl. User pas VERHALTEN DES TYROSINS IN FREIER 
SOWIE IN GEBUNDENER FORM BEI DER 
BEBRUTUNG DES HUHNERETES. 


Eierklar, Dotter sowie Embryo wurden sorgsam getrennt, 
das Eiweiss und der Embryo sofort, der Dotter erst nach dem 
Entfetten mit der doppelten Menge konz. Salzsiure 12 Stunden 
lang unter Riickflusskthlung hydrolysiert. Das Hydrolysat 
wurde sodann in eine Schale ttbergespiilt, im Wasserbade fast 
zum Trocknen gebracht und in Wasser aufgenommen. Nun 
wurde die Lésung mit einer 20. proz. Lésung von Phosphor- 
wolframsiure versetzt. Nach 2 Tagen wurde scharf abgenutscht 
und gut nachgewaschen. MHierauf wurde das Filtrat in einen 
500 ccm grossen Kolben gebracht und mit destilliertem Wasser 
bis. zum Markstrich aufgefiillt, davon wurden 100ccm weiter 
verarbeitet. Die Behandlung wurde nach Angabe von O. Firth 
u. Fleischmann” ausgefithrt und das Tyrosin durch das 

1) Biochem. Zs. Bd. 127, S. 143 (1922). 
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Bromadditionsverfahren bestimmt. . 
Die Versuchsresultate seien im folgenden mitgeteilt. 
1. Versuchsrewhe. 


Zu den Versuchen wurden frische Hiihnereier verwendet. 
Die Befunde sind in Tabelle X verzeichnet. 


TABELLE X. 

Gewicht des Tyrosin- pea Tyrosin- | Tyrosin- 
Versuchs- go ing menge im | ptm ~ | menge im | menge im 
nummer ee Hierklar : Dotter ganzen Ei 

Hierklars AK Dotters in g. in-g 

in g. 8- in g. z g 

1 28.0 0.2133 17.0 0.1955 0.4088 

2 25.0 0.2000 20.0 0.1840 0.3840 

3 29.0 0.2240 19.5 0.1930 0.4170 

0.2124 0.1908 0.4032 


2. Versuchsrethe. 


Bei diesen Experimenten kamen’3 Tage lang bebriitete Eier 
zur Anwendung. Die folgende Tabelle veranschaulicht die 


Befunde. 
TABELLE XI. 

ae Tyrosin- wien ha Tyrosin- | Tyrosin- 
Versuchs- dcten menge im Aohiny menge im menge im 
nummer Qiesklars ar mad Dotters es | Eanzen Ei 

in 2 4 g. in 2. 1 > | in se 

a | 12.5 0.1465 35.0 0.2400 0.3865 

2 17.5 0.1910 29.0 0.2110 | 0.4020 

3 11.5 0.1285 35.5 0.2285 | 0.3570 

0.1550 0.2295 | 0.3818 
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3. Versuchsreihe. 


Nach ‘7taigiger Bebriitung wurden Hierklar, Dotter und 
Embryo gesondert auf Tyrosin verarbeitet. Dabei zeigte sich 


folgendes: 
TABELLE XII. 
: Gewicht Gewicht Gewicht 
35 des Tyrosin- des Tyrosin- des Tyrosin- | Tyrosin- 
3 | verwen- jmenge im| verwen- |menge im| verwen- |menge im|menge im 
B I deten | EHierklar | deten Dotter deten | Embryo |ganzen Ei 
S gq |Hierklars| in g. Dotters ing. |Embryos| ing. in g. 
in g in g in g 
1 8.0 0.1525 20.0 0.1840 20.0 0.0660 0.4025 
2 8.0 0.1386 19.5 0.1020 21.0 0.0465 0.2876 
3 8.5 0.1475 * 19.5 0.1130 17.0 0.0578 0.3180 
0.1462 6.1380) .) 7 0.0568 | 0.3360 


4, Versuchsrethe. 


Zu den folgenden Versuchen wurden 14 Tage lang bebriitete 
Hiihnereier verwendet. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 
- XIII zusammengestellt. 


TABELLE XIII. 


' Gewicht: Gewicht Gewicht 
45 des Tyrosin- des Tyrosin- des Tyrosin- | Tyrosin- 
< | verwen- |menge im} verwen- jmenge im} verwen- jmenge imjmenge im 
@&) deten | Eierklar | deten Dotter | deten | Embryo [ganzen Ei 
S q| Hierklars| in g. Dotters in g. Embryos} in g in g 
in g in 2 in g 
1 3.5 0.0370 12.0 0.1110 24.5 0.0840" ” 0.2327 
2° 6.0 0.0620 18.0 0.1085 20.0 0.0710 0.2415 
3 6.0 0.0840 13.0 0.0925 24.0 0.0800 0.2021 
0.0610 0.1040 0.0783 0.2254 
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5. Versuchsreihe. 


Nach 19taigiger Bebriitung kann man weder Eiweiss noch 
Dotter vom Embryo trennen und deshalb wurde der ganze 
Eiinhalt zusammen auf Tyrosin verarbeitet. Die Ergebnisse 
werden in die nachfolgende Tabelle wiedergegeben. 


TABELLE XIV. 


Gewicht des verwendeten | Tyrosinmenge des ganzen 


Versuchsnummer Eies in g. Eies in g. 
i 40.0 0.2490 
2 38.5 0.2355 
3 39.0 0.2570 
0.2471 


Es folgt nun eine Tabelle, welche dic in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Tyrosin im Eierklar, im 
Dotter und im Embryo enthilt. 


TABELLE XY. 


Menge dss Tyrosin ¢, 
Bebriitungs- Bemerkungen 


dauer : 
. ° . . iy oO » 
im Eierklar| im Dotter |im Embryo} ™ 5y22°" 


0.2124 0.1908 ex 0.4032 | Bei Verwen- 

dung yon 

3 Tage 0.1550 0.2295 a 0.3818  frischen Eiern 
ae 0.1462 0.1330 0.0568 | 0.3360 
igs 0.0610 0.10i0 | 0.0783 | —0,9954 


19 sy : —— 0.2471 0.2471 
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Auf Grund dieser Tabelle ergibt sich folgende graphische 
Darstellung, bei welcher auf der Ordinate die Tyrosinmenge 
in mg, auf der Abscisse der Zeitpunkt der Bebriitung ein- 


getragen ist. 
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Tl. User pas VERHALTEN DER HEXxoN- UND PURINBASEN SOWIE 


DER DURCH PHOSPHORWOLFRAMSAURE NICHT FALLBAREN 
STICKSTOFFVERBINDUNGEN, DIE WAHREND DER 
BEBRUTUNG IN FREIER UND GEBUNDENER 
Form 1m HUHNEREI VORHANDEN SIND. 


Nicht nur fiir das Wachstum der Tiere sind die Hexonbasen 
notwendig, sondern sie spielen eine bedeutsame Rolle auch beim 
Aufbau des Zellkerns, von dem die Nukleoproteide einen we- 
sentlichen Bestandteil darstellen. Unter den Nukleoproteiden 
sind die Verbindungen der Nukleinsfiuren mit Protamin und 
Histon am besten bekannt. 

Die beiden letzteren Kérper sind durch quantitativ gréssere 
Beteiligung der Hexonbasen am Aufbau ausgezeichnet. 

Im Laufe der Zeit sind zahlreiche Nukleinsiuren aus den 
verschiedensten tierischen Organen der Analyse unterworfen 
worden, und immer haben sich dieselben Spaltungsprodukte 


‘ergeben, zu denen vor allem die Purinbasen zihlen. 


Tichomiroff® fand zuerst, dass wahrend der Bebriitung der 
Eier yon Bombyx mori eine Neubildung der Purinbasen eintritt. 

Ich habe hier auch bei der Untersuchung der Hexonbasen 
zugleich den Gehalt an Purinbasen und durch Phosphorwol- 
framsiure nicht fallbaren N-Verbindungen bestimmt. 

Eierklar, Dotter sowie Embryo wurden dabei sorgsam ge- 
trennt, der Dotter nach dem Entfetten und die anderen sofort 
mit einer Mischung vom dreifachen Gewicht konzentrierter 
Schwefelsiure und dem. sechsfachen Gewicht Wasser 14 Stunden 
am Riickflussktihler gekocht. Die Flissigkeit wurde sorgfaltig 
mit Barytwasser und endlich mit Bariumcarbonat neutralisiert. 

Der entstandene Niederschlag von schwefelsaurem Barium 
wurde abgesaugt und griindlich ausgewaschen. Die Lésung 
wurde im Wasserbad auf etwa 100 ccm eingedampft, mit 
Schwefelsiure versetzt, bis der Prozentgehalt 5% H:SO, betrug, 
und mit Phosphorwolframsiure gefillt. 


1) Z. f. Physiol Chem 9, 566. 
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Von dem Filtrat wurde der Stickstoff nach Kjeldahl be- 
stimmt und als Stickstoff von durch Phosphorwolframsaure nicht 
faillbarer Natur bezeichnet (III). 

Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde durch Baryt 
zersetzt und der tiberschtissige Baryt durch Kohlensiure abge- 
schieden. Das Filtrat von kohlensaurem Barium wurde stark 
eingeengt, mit Salpetersiure angesduert und dann mit 20% iger 
Silbernitratlésung gefallt. 


(I) Silberfallung. 


Die Silberfillung musste die Purinbasen aufnehmen. Sie 
wurde in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff 
behandelt. Die von Schwefelsilber abfiltrierte Lésung wurde- 
im Wasserbad auf ein bestimmtes Volum eingeengt. Mit einem 
aliquoten Teil wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


(11) Filtrat der Silberfiillung. 


Dem Filtrat der Silberfallung wurde 20% ige Silbernitrat- 
lésung zugefiigt, bis eine Probe in kaltgesittigtem Barytwasser 
neben weissen organischen Silberverbindungen als braunes Sil- 
beroxyd sich fallen liess, und dann wurde es mit Barytwasser 
im Uberschuss versetzt. 

(A) Der Silberbarytniederschlag wurde in Wasser suspen- 
diert, mit Schwefelsiure angeséiuert und dann mit Schwefelwas- 
serstoff behandelt. Danach wurde die vom Baryt und Silber 
befreite Flissigkeit eingeengt, mit Kohlensaiure tibersittigt und’ 
mit Sublimatlésung ausgefallt. Der erhaltene Niederschlag 
wurde in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber abfiltrierte Fliissigkeit 
wurde auf ein bestimmtes Volum eingeengt. Diese Fliissigkeit 
wurde kjeldahlisiert, und daraus bestimmte ich die Histidin- 
menge. Das Filtrat von Histidinquecksilber wurde mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, und nach weiteren Behandlungen wurde 
die Argininmenge nach Kjeldahl ermittelt. 

(B) Filtrat von der Silberbarytfillung. Das Filtrat vom 


te 
Det 
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Histidin- und Argininsilber wurde durch (Schwefelsiure vom 


-Baryt und durch Schwefelwasserstoff vom Silber befreit. Darauf 


wurde es auf ein kleines Volum eingeengt. Von dieser Lésung 
wurde der Stickstoff bestimmt und als Lysinstickstoff bezeichnet. 
_Die Versuchsresultate seten kurz im folgenden mitgeteilt. 


# 


if I. Purinbasen. ; 
Uber diese Versuche gibt die folgende Tabelle Aufschluss. 


410 Y. Sendju: 
TABELLE XVI. 
ng ng | ns 
oO ’ ) ia v 1 1 D 
eae le ee Moy os og Been 
Bebriitungsdauer -S 2% oe os aS OS G3 Woe Be ho Mle So 
ey cS O54 Hoo 8}= LOR HAO g)14.0 2.8 HAE BREAN SG 
FES Pom |FER ESR EER IE 2a pee 
ea Se. (E> Re) ea 
33.0 0.0007 21.0 | 0.0005 0.0012 
Bei Verwendung 
von frischen 30.0 0.0005 21.0 | 0.0007 0.0012 
Kiern 
0.0006 0.0006 0.0012 
. : , 
25.0 0.0905 23.0 | 0.0007 0.0012 
24.5 0.0005 24.0 | 0.0007 0.0012 
3 Tage 
95.0 0.0005 24.5, 0.0005 0.0010 
0.0005 - 0.0006 0.0011 
| Te 
10.0 0.0005 26.0 0.0008 15.5 0.0005 | 0.0058 
9.0 0.0005 23.0 0.0007 15.5 0.0005 | 0.0017 
7 Tage re | { 
9.5 0.0005 28.0 | 0.0010 14.5 0.0005 | 0.0020 
0.0005 | 0.0008 0.0005 | 0.0018 
5.0 0.0005 23.5 0.0049 18.5 0.0016 ; 0.0070 
5.5 0.0004 18.5 0.0015 | 21.5 0.0029 | 0.0048 
14 Tage 
3.0 0.0004 20.0 . 0.0018 20.0 0.0025 | 0.0047 
0.0004 0.0027 0.0023 | 0.0054 
43.0 0.0056 | 0.0056 
40.0 0.0067 | 0.0067 
19 Tage | 
41.0 0.0073 | 0.0073 
0.0065 | 0.0065 
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Ii Hexonbasen. 


Die Ergebnisse kénnen kurz in folgenden Tabellen 
zusammengestellt werden. 


A. Histidin. 


TABELLE XVI. 


| 
| 


23. eee B5 
$e ghe Po 28, |PSs labo [468 
esd he Ss gles DC a Ved Pela. heesaae + 
Bebriitungsdauer |3 Bn ae oe ote ES me He ats 5 we Oo ses 
‘SESE S ga. is eS 2 ES BSE BE az 5a 2a aS 
ooh Fam ge Te igh Fat Fee 
: 33.0 | 0.0628 | 21.0 0.0785 141: 
Bei Verwendung rae 0.1413 
von frischen 30.0 , 0.0576} 21.0 0.0628 0.1204. 
Eie . ——— 
ees - 0.0602 0.0706 0.1308 
25.0 | 0.0628 | 23.0 § 0.0681 0.1309 
24.5 | 0.0593 | 24.0 0.0523 0.1046 
3 Tage | y 4 
25.0 0.0866 | 24.5 0.0523 0.0889 
- 0.0505 0.0575 0.1081 
10.0 0.0576 | 26.0  0,0838 | 15.5 | 0.0146 | 0.1560 
Be 9.0 0.0366 | 23-0 0.0471 | 15.5 | 0.0172] 0.1009 * 
Tage 
9.5 | 0.0471 | 280 0.0785 | 14.5 | 0.0126 | 0.1381 
0.0471 0.0698 0.0147 | 0.1316 
5.0 0.0272 | 235 ° 0.0471 | 18.5 | 0.0523 | 0.1265 
5.5 0.0251 | 185 0.0681 | 21.5 | 0.0523 | 0.1455 
14 Tage 
Tage 3.5 0.0282 | 200 0.0943} 20.0 | 0.0681 | 0.1906 
0.0268 0.0698 0.0575 | 0.1542 
43.0 | -0°1466 | 0.1466 
40.0 | 0.1676 | 0.1676 
19 Tage ¥ 
41,0 | 0.1781 | 0.1781 
0.1641 | 0.1641 
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B. Arginin. 


TABELLE XVIII. 


re oO a i nag iy oF 
ge, #8 ($2, |@e 8. |e | ae 
ee ee eek. 2B ° Boe Ae BR ss 
Bebrittungsdauer |g Bu G2” Ege aS lege” aE | aa 
SESS ‘aA are ESAl a8 |S EEA) B78 | 8 oe 
DS | “Be Gast Spa wie Sis) wllecso ap 
See PE oe jee sh | BE | Bs 
33.0 0.1404 21.0 0.1668 0.3072 
Bei Verwendung 
won friachen.  } 30:0 O.1816)| 21,0-¢) O60 0.2896 
Fiern 
0.1360 0.1624 0.2984 
Dae) 0.1185 23.0 0.1907 0.3092 
24.0 0.1492 24.0 0.1478 0.2970 
3 Tage 
25.0 0.1404 24.5 0.1623 0.3027 
0.1360 0.1669 0.3029 
10.0 0.1404 26.0 0.1492 15.5 0.0184 | 0.3080 
9.0 0.1816 23.0 0.1053 | 15.5 0.0587 | 0.2706 
7 Tage 
- 9.5 0.1316] 98.0 | 0.1624] 14.5 | 0.0258 | 0.3198 
0.1345 0.13889 0.0259 2994 
5.0 0.0390 23.5 0.1404 18.5 0.1097 | 0.2891 
en 0.0482 18,5 0.1448 2165 0.1229 | 0.3159 
14 Tage 
Aa) 0.0337 20.0 0.1624 20.0 0.0965 | 0.2662 
0.0403 0.1404 0.1097 | 0.2904 
43.0 0.2855 | 0.2853 
40.0 ().2677 | 0.2677 
19 Tage 
41.0 0.2633 | 0.2633 
Ook Agha! 


\o ages 
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C.  Lysin. 


TABELLE XIX. 


Ohi 


nd nd =| ] ‘ a 
gs | Ss lee, | Se (e293 | BR | &. 
“ eos Shr ay poke .| Ob 5 Sor. Qin B's 
Bebriitungsdauer "GERM gov sasu asus ash Faw) aa 
Eps Sas |be oe) 6 a [Se B ec) 2s | 2 oe 
FeSn Gos ESE oa EER S| 29) 3 Ge 
See | 5a (oe [28 jes |e | Sg 
| 33.0 | 0.1767} 21.0 | 0.2798 0.4565 
Bei Verwendung | 
von frischen 30.0 0.2208 21.0 0.2503 0.4711 
Hiern | 
| - 0.1987 0.2650 0.4637 
| j 
| 
| 95.0 | 0.1767] 23.0 | 0.2503 0.4270 
| 24.5 | 0.2356} 24.0 | 0.2945 0.5301 
3 Tage | | 
| 25.0 | 0.2282] 24.0 | 0.2508 0.4785 
0.2135 0.2650 0.4785 
| \ 
' 10.0 | 0.1988] 26.0 | 0.3092] 15.5 | 0.0103 | 0.5183 
ee | 9.0 | 0.1546] 23.0 | 0.1767] 15.5 | 0.0404 | 0.3717 
age | ; 3 
= | 9.5. 0.1811 | 28.0 | 0.2217] 14.5 | 0.0184 | 0.4212 
| 0.1781 0.2358 0.0230 | 0.4370 
5.0 0.0589 | 23.5 | 0.2502] 18.5 | 0.1840 | 0.4931 
5.5 , 0.0191] 18.5 | 0.2577] 21.5 | 0.2282 | 0.5050 
14 Tage 
3.5 | 0.0191 | 20.0 | 0.2135] 20,0 | 0.2135 | 0.4461 
| 0.0323 0.2404 0.2085 | 0.4814 
43.0 | 0.4712 | 0.4712 
| 
| 49.0 | 0.4796 | 0.4796 
19 Tage | 
| | 41.0 | 0.5006 | 0.5006 
0.4838 | 0.4838 
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(III) Die durch Phosphorwolframsaure nicht 
fallbaren Stickstoffverbindungen. 


Die Untersuchung hatte das in nachstehender Tabelle 
verzeichnete Ergebnis. 


TABELLE XX. 


4 
t 
| 


A a | ate 
siz | (gle | (eee [eee 
aire BOs | BOS fa SO 15.0 4 
OG, \SRe loo Cas og wee sag 
me Fe ars TS p wis SHS Ls & ne a 
HTS lOve eS an | 2 “142 CO 7} 2 +| 2 oS 
. Bebriitungsdauer 3 Bw : Be q : S Eg eee es aa Te g soa ae 
BES AGS SIE EA Oa OEE AA Gael ha 8 
oA la -o |o5 ea OBE so Wet 
days SHm OF BRS Gyr 0H 208 
AS oes PsS [ESS 
Ara (ae ir, Oe eee 
=| ee ee 
Bei Verwendung | 33:0 | 0-2882| 21.0 | 0.2902 0.5734 
von frischen 30.0 0.2690 21.0 0.2690 0.5380 
Hiern 0.2761 0.2796 0.5557 
25.0 | 0.2407 | 23.0 | 0.2699 0.5108 
F 94.5 | 0.2699 | 924.0 | 0.2478] > 0.5177 
nee 25.0 | 0.2699 | 24.5 | 0.2407 0.5106 
0.2601 0.2528 0.5129 
10.0 | 0.9832 | 26.0 | 0.2407] 15.5 | 0.0637 | 0.5876 
9.0 | 0.2265 | 23.0 | 0.2053| 15.5 | 0.0849 | 0.5167 
ine 9.5 | 0.2488) 28.0 | 0.2902| 14.5 | 0.0708 | 0.6098 
0.2528 0.2454 0.0731 | 0.5713 
5.0 | 0.1274] 23.5 | 0.2194| 18.5 | 0.1628 | 0.5096 
5.5 | 0.1486 | 18.5 | 0.2478! 21.5 | 0.2194] 0.6160 
La rage 3.5 | 0.1699 | 20.0 | 0.2832] 20.0 | 0.2194 | 0.6725 
0.1486 0.2501 0.2005 | 0.5992 
43.0 | 0.5664 | 0.5664 
40.0 | 0.5579 | 0.5579 
9 Tava 
EI: 41.0 | 0.4970 | 0.4971 
0.5404 | 0.5404 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Bei 3tigiger Bebriitung, wo man fast plétzlich den 
Blutfarbstoff. auftreten sieht, erfolgt eine starke Abnahme yon 
Tryptophan im Hihnerei. Bei langer Bebriitung, wihrend der 
das Auftreten der Gallenfarbstoffe erfolgt, erfihrt das Ei eine 
weitere Abnahme der Tryptophanmenge, so dass es ersichtlich 
ist, dass das im Hihnerei frei und gebunden vorhandene Tryp- 
tophan fiir die Bildung der Blut- und Gallenfarbstoffe bei der 
Bebriitung von Bedeutung ists: | 

2. Bei der Bebriittung nimmt der Tyrosingehalt des Hiih- 
nereies allmihlich ab. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man 
mit Recht annehmen, dass wihrend der Bebriitung des Hiih- 
nereieg das Tyrosin sehr wahrscheinlich als Ausgangsmaterial 
zur Bildung anderer Stoffe Verwendung findet, sei es der Inkret- 
stoffe, sei es der Produkte, die bei bestimmten Organfunktionen 
und fiir normalen Ablauf des Zellstoffwechsels eine CRIN ES 
Rolle spielen. emg 

3. Aus den sweltiien Befunden ergibt sich weiter, dass 
die im Hihnerei frei und gebunden vorhandenen Purinstick- 
stoffformen sich waihrend der Bebriitung mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos vermehren. 

4. Im Hinblick auf Beziehungen zu den in freier ‘sowie 
in gebundener Form yvorhandenen Hexonbasen bei Bebrittung 
des Hiihnereies hitte man vielleicht auch ein Absinken des Ge- 
haltes erwarten sollen. Bei meiner Versuchsanordnung trat 
jedoch keine bemerkenswerte Verinderung zutage, was daftir 
spricht, dass die Hexonbasen im tierischen Organismus, wenig- 
stens bei der Bebriitung des Hithnereies, als soleche unentbehr- 
lich sind. 

5. Die Menge der durch Phosphorwolframsiure nicht fall- 
baren Stickstoffverbindungen, welche im Hiuhnerei frei und 
gebunden vorhanden sind, bleibt waihrend der Bebriitung fast 


konstant. 


UBER DEN EINFLUSS DER INJEKTION NEUTRAIER, 
SAURER UND ALKALISCHER SALZLOSUNG AUF 
DIE HARNSEKRETION. 


Von 
KOSEI MISUMI. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitat 


zu Tokyo. Director: Prof. 8S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1925.) 


I. EXNverrona. 


Obwohl der Mechanismus der Harnsekretion seit der Mitte: 
des 19ten Jahrhunderts der Gegenstand lebhafter Untersu- 
chungen gewesen ist und verschiedene Ergebnisse dafiir schon 
erzielt worden sind, bleibt die Frage heute immer noch ganz 
ungentigend geklart. Jede von der drei hervorragendsten dies- 
beziiglichen Theorien, und zwar die Filtrations theorie und 
_ Riickresorptionstheorie Carl Ludwigs (1844), sowie die dieser 
gegentiberstehende Sekretionstheorie Heiden heins (£883) kann 
zwar einige Phasen der Probleme erkliren, aber der ganze 
Mechanismus der Harnsekretion kann mit allen diesen Meinun- 
gen noch nicht in volligen Einklang gebracht werden. Um 
dieser Frage von anderer Rithtung naher zu treten, habe ich 
_ einige Versuche ausgefiihrt, deren Ergebnisse im folgenden kurz 
berichtet werden sollen. 


II. VeErsucHSMETHODE. 
1. Versuchstiere, 


Als Versuchstiere wurden mannliche Kaninchen verwendet, 
welche man vor dem Versuche 24 Stunden lang hungern liess. 


2. Operationsmethode, 


Uber die Technik meiner Versuche sei kurz das Wichtigste 
im Folgenden angegeben. 
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Zuerst wurde ein Kaninchen in der Riickenlage festge- 
bunden, und nach dem Abschneiden der Unterleibshaare wurde 
ein 2-3em langer senkrechter Schnitt oberhalb der Symphyse 
in der Medianlinie angelegt, um die Harnblase herauszuziehen. 
Der Ureter wurde dann beiderseits da, wo er in die Harnblase 
einmiindet, von aussen zur Hialfte quer durchschnitten und 
darein wurde von dieser Schnittwunde her eine aus hartem 
Glasse hergestellte Kanitile eingefithrt und fest eingebunden, 
worauf sofort aus dieser der Harn sezerniert wurde. 

Diese Operation ist sehr einfach und bei einiger Uebung 
fast ohne Blutung ausfthrbar. 

Beim Konstantwerden der Harnsekretion, wozu post opera- 
tionem 30-40 Min. in Anspruch genommen werden und minutlich 
3 Tropfen, zuweilen 4 Tropfen gezihlt werden, fihrt man den 
Versuch aus und sammelt von da an stiindlich die Harnmenge. 

Ferner wurden wihrend des Versuches zu bestimmter Zeit 
ca. 5-6cem Blut entnommen, mittelst dessen Plasma der pH- 
Wert und der CO:-gehalt ermittelt wurde. 


3. Die Titration des Urins. 


10 oder 20 cem (je nach der Konzentration des Harns) des 
ca. 10 fach verdtinnten Kaninchenharns, zu welchen einige 
Tropfen Phenolphthalein-oder Alizarinrotlésung hinzugesetzt 
waren, wurden mit N/10 Natronlauge oder N/10 Salzsiure 
titriert. Bei der Anwendung des ersteren Indicators wurde der 
Harn mit einer Messerspitze neutralen Oxalsauren Kaliums 
und bei der des letzteren mit einer bestimmten Menge der 
uberschissigen S&ure versetzt, welcher durch die Lauge zuriick- 
titriert wurde. Die Zahlen in den Tabellen zeigen die Menge 
der Lauge und Séure in ccm, welche fiir 1 cem Harn verbraucht 
wurde, und entspricht sauren- resp. alkalischen Salzen, welche 
in ccm Harn ausgeschieden wurden. 


Injektion der Salzlosung und Harnsekretion. 419 


4. Die Bestimmung des Phosphorgehaltes von Blut und Harn. 


Die Bestimmung wurde nach der Mikromethode von Paul 
Iversen (1920) ausgefiihrt. 

Beim Blut wurden 0.3-0.5cem und beim Harn gewéhnlich 
0.5-1.0cem der Materie verwendet. Da der Phosphorgehalt 
des Harns einer ziemlich grossen Schwankung unterworfen 
ist, ist diese verordnete Menge nicht immer richtig. Der 
Phosphorgehalt des Harns soll daher bei einigen Vorversuchen 
ermittelt werden und die Harnmenge, welche ca 0.1 mgr Phos- 
phor enthielt, muss bei der Hauptbestimmung verwendet sein. 

Nach dem obigen Verfahren tat ich den Kaninchenharn 
in einen hohen ca 300 ccm fassenden Ellenmeyerschen Kolben 
hinein und setzte 0.7 ccm concentr. H:SO, und 3ccem HNO3 
hinzu. Darauf wurde das ganze zuerst tiber einer kleinen, 
dann tiber einer grossen Flamme erhitzt, um eine taugliche 
Oxydation zu erzielen. Solange die Fliissigkeit im Kolben 
noch gefarbt bleibt, muss die weitere Menge Salpetersiure 
hinzugefiigt werden. Wenn die Oxydation vollendet ist, setzt 
man dem Gemenge nach dem Erkalten 10 ccm Aq. dest. hinzu. 

Dann wird das ganze auf 70-80° erhitzt, bei dieser Tem- 
peratur auf dem Wasserbade gehalten und 3ccm 5% iges Am- 
moniumunitrat sowie gleich darauf 1eem 10% iges Ammonium- 
molybdat hinzugefiigt, worauf sich sofort der Kolbeninhalt 
gelb farbt. . 

Zeigt sich in diesem Augenblick nicht sofort eine Fallung, 
so muss man den Kolben stark schiitteln. Wenn die Fallung 
vollstindig ist, so wird die oben stehende Fliissigkeit ganz klar 
und die Filtration kann nun folgen. Bei der Filtration ver- 
wendete ich aschenfreies Filterpapier No. 40 von Wattmann & 
Co. England, welches eine schnelle Filtration ermédglicht und 
auch sehr feine Phosphorniederschlige zurtickhalt. Der Nieder- 
schlag wird dann mit eiskaltem Wasser bis zum Verschwinden 
der sauren Reaktion gewaschen und samt dem Filterpapier in 
einen 100-150ccm fassenden Ellenmeyerkolben getan. Nach 
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einem Zusatze von 50ccm Aqua destillata wird N/25 NaOH- 
lésung solange hinzugesetzt, bis der ganze Niederschlag sich 
lést, worauf man noch tiber einen Uberschuss von ca 0.5-1.0 
ccm verftt. 

Darauf wird, um NHs; wegzukochen, der Kolbeninhalt auf 
1/3 Volum abgedampft, dann schnell abgekiihlt, mit einigen 
Tropfen Phenolphthaleinlésung versetzt, mit N/25 H»SO, zuriick- 
titriert und noch dazu mit der letzteren Lésung um 0.5-1.0 
cem versetzt. Die hier freigewordene CO, wird durch ein paar 
Minuten dauerndes Kochen verfliichtigt und die Lésung wird 
dann sofort mit N/25 NaOH zuricktitriert. 

Die Differenz zwischen den bei ersten Titration verbrauchten 
ccm Natronlauge und den bei den zweiten verbrauchten multi- 
pliziert mit dem Faktor 0.0443 ergibt P in mgr. 


5. Die Bestimmung des Kollenscuregehalts im Plasma 
und von pH des Blutes. 


Die Bestimmung wurde nach Stadie und Van Slyke 
(1917) ausgefiihrt. 

Die Bestimmung von pH des Blutes wurde potentiometrisch 
nach Clarke (1920) ausgefiihrt. 


Ill. Dire HarNsEKRETION BEIM NORMALEN TIERE. 


Um den normalen Verlauf der Harnabsonderung nach der 
Operation zu verfolgen, wurde an vier hungernden Kaninchen 
die oben geschilderte Operation ausgeftihrt und wahrend eines 
Zeitraumes von 5-8 Stunden die abgesonderte Menge des Harns 
aus der eingebundenen Kantile gemessen. Dancben wurde 
dieser Harn auf Reaktion und P-gehalt untersucht. Ferner 
wurde jedem Tier Blut aus dem Ohr entnommen und sowohl 
auf den P- und CO.-gehalt im Plasma als auch auf seinem 
pH Wert untersucht. 

Das Resultat ist in folgenden Tabellen verzeichnet (Fig. 
Dima) 


lie 
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TABELLE I. 
Normalzustandversuche. 
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A. 
Harn Blut 
. Sas 
5 Reaktion 4.4. 26 
ig ~; g os 
ak A 68) 48 | on 
Nhe ; Ret Inka a pars 
Sy Verbrauchte|V erbrauchte ae pepe = 
2 Sadure (ce.) | Lauge (ec.) aA a8 Ss rb 
Ende d. 1. Stunde |" 8.0 0.65 = 1.315] 0.449] 55.6 | 7.21 
SF See 11.0 0.4 = 1.625 
” oe ” 16.0 0.15 er 0.327 i 
oo et Ei 9.5 — 0.8 0.682]| 0.388] 53.2 | 7.23 
Seis Gee 6.0 — 0.75 1.45 
5 elles: allied 4.0 — 1,4 2.423 
i. ee oe 6.0 = 1.6 2.076 
a ee ore — 1.65 2.148 0.451] 52.9 | 7.18 
B. 
“Ended. 1. Stunde | 6.0 x 0.481 | 0.394) 0.278) 48.3 | 7.88 
i Se 10.0 = 0.1 | 0.95 | | 
Ca oe 5.0 a | 0.87 | 1.089 | 
oa a 4.5 = | 0.598 | 0.886. 0.423: 47.5 | 7.88 
Bese. Vi ies - | 0.996 | 1.329 | 
a) BOs = | 2.0 | - | 1.05 | 1.425 
Ue ee 13) — ier lO— | 1.7 || 0.861,-46.7 |°7.86 
rs 
“Ended. 1. Stunde | 3.0. = ea — | 0.426) 0.383) 
Tia ee 5.0 aa 0.2 0.397 | 
i ae 8.5 | | ost 0.188. 
Sy in ae, | | 0.8 203, 0.358, 
ae, Se eee es . | 0.5 0.374 
pot: ey eee - in 0.45 0.581, 
aki ee ee 2 eee aaa 0.073 O87 ee 
D. 
Ended. 1. Stunde | 3.1] — - 0.1 1.433]| 0.448 
lee ae 53 0.2 0.832 | 
Sat eames 6.7 0.8 0.612|| 0.475 | 
i 4, i 8.0 - 0.2 0.3038 | 
Sp AG Ne: 5.0 0.1 0.544 
eo ax 4.9 0.3 0.946}| 0.477 
‘ fe a Bw, . 0.36 2.133) | 
ig ose 2.0 | 0.42 4.759] 0.812 . 
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Aus dieser Tabelle ergibt sich, dass die Harnsekretion 
bei dem in der Riickenlage festgebundenen Kaninchen in der 
2 ten bis 3'ten Stunde post operationem das Maximum erreicht, 
um sich dann allmihlich zu vermindern, obgleich sie auch 
manchmal eine abermalige Zunahme sehen lisst (Tab. Ia, 
Fig. 1). Jedenfalls scheint 8-9 Stunden nach der Operation 
die Nierenfunction mehr oder weniger beeinflusst zu werden, d. 
h. die Absonderung herabgesetzt zu werden. Meines Erachtens 
muss daher die Beobachtung auf 8-9 Stunden nach der Opera- 
tion beschriinkt sein. 

Die Reaktion des Harns, welcher aus dem Ureter herab- 
triufelt, ist fast immer sauer, was wohl auf den Hungerzustand 
zurtickzuftihren ist, selten ist sie aber alkalisch. Die Phosphor- 
ausscheidung scheint 1m grossen und ganzen konstant zu sein, 
obwohl sie kurz vor dem Ende der langen Fixierung in der 
Ruckenlage mehr oder weniger vermehrt zu sein scheint. Der 
Phosphorgehalt des Blutes bleibt wihrend des Versuches fast 
konstant, wihrend sein CO.-Gehalt nach dem Ende des Versuches 
etwas vermindert zu werden beginnt. 


IV. Errruss DER BLUTENTNAHME AUF 
DIE HARNSEKRETION. 


Da im Ablauf der einzelnen Versuche gewohnlich 3 bis 4 
malige Blutentnahme vorgenommen werden muss, wobei eine 
nicht unbetraichtliche Blutmenge verbraucht ist, wird es unbe- 
dingt nétig zu berticksichtigen, welchen Hinflusse diese Blut- 
entnahme auf den Gehalt des Phosphates ausiibt, und der 
Kohlensiure, sowie auf den pH-Wert. 

Um diese Verhiiltnisse zu erforschen, wurde einem lege artis 
behandelten Kaninchen das Blut in verschiedenen Mengen auf 
einmal aus einer Carotis entnommen, und mit diesem Blut 
wurde dic Analyse ausgefiihrt. Gleichzeitig wurde jedem Tier 
der Harn aus einem Ureter entnommen; um dessen Menge, 
Reaktion und Phosphorgehalt zu untersuchen. 

Das [tesultat ist im folgenden tabellarisch verzeichnet. 
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TABELLE II. 


Versuche mit der Entnahme von 10ccm Blut. 
Der allg. Zustand des Tiers normal. Harnabsonderung auch normal. 


Harn Blut 
3 | Reaktion & 
gee: si 
Zeit. wae ee ee ‘4 
4/38] 28 | 2 ie pH. 
S| f Bola a 
a | 22/88/08 18 
3/53/88 |. os 
S Sm |e] ae [eye 
Ende d. 1. Stunde | 6.1 | 0.44] — | 0.495]| 0.425) 47.8 | 7.65 
5 2. é 9.0 | 0.37; — | 0.338 <Blutentnahme 
F je 5.85 | 0.4 | — | 0.225). 0.45 | 47.3 | 7.63 
a ae 6.15 | 0.55 | — | 0.379 
at Sore 5.7 | — | 0.99 | 0.445 
or eee 6.23 | — | 0.47 | 0.509 
yt eee 6.9 | — | 0.68 | 0.574 
ans eee las Ee! — | 0.8 | 0.765! 0.461) 43.8 | 7.61 


Blutentnahme: 30-cem. 


Das Tier etwas angstlich. Eine ca 30 Sekunden dauernde Sistierung 
der Harnsekretion. 


Ended. 1. Stunde | 4.2 | 0.47| — | 0.355) 45.2 | 7.58 
Ce ae Obs | et 620) - | «-Blutentnahme: 
i 5. 0,228, 0.463 43.7 | 7.51 
See Oe ee 7.0 | — | 0.33 | 0.490 
sa ey i Saat 6.7 | — | 0.34 | 0.561| 
ool anes 6.6 | — | 0.48] 0.457 
a ae See: 4.5 | —.| 0.72 | 0.867 41,3 | 7.50 


Blutentnahme: 50cem. 


Schwere Angust. Hine Stundelang dauernde Sistierung der 
Harnabsonderung. 
Darauffolgende Harnsekretion nicht so lebhaft wie frither. 


“Ende d. 1. Stunde 0.61 | 0.655! 0.456 


a0. 
a 5 6.1 — | 0.575) 0.605 <Blutentnahme 
4A Tl ao | = {O00 | 8.254) 0.682 
is Se 2.2 | — | 0.91:| 3.401 
ee go-) — 1 (715 | 8.30 
sve 1 aaa 2.75 | — | 1.1 | 3.06 || 0.473 


Nach obigen Versuchsresultaten hielt ich fiir angezeigt, bei 
allen spdteren Versuchen Blut immer in geringerer Menge 
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als 10 ccm zu éentnehmen, in der Tat wurden jedesmal 5-6 ccm 
Blut entnommen, um einen ungitinstigen Einfluss auf die Ver- 
suchstiere und Versuchsergebnisse zu vermeiden. 


V. EINFLUSS DER INTRAVENOSEN INJEKTION DER 
RINGERLOSUNG AUF DIE HARNSEKRETION. 


Die intravendse Injektion der Ringerlésung wurde von 
Tsurumaki (1922) aus der Kyoto Universitat nach verschiedenen 
Richtungen hin studiert. Nach ihm ist ihr Einfluss auf die 
Harnsekretion sehr von der Injektionsgeschwindigkeit abhangig. 
Wenn die Lésung zu schnell und zu viel auf einmal dem Tier 
zugefiihrt wird, so nimmt der Harn ab und sistiert manchmal. 
Er hielt die Injektionsgeschwindigkeit unter 20ccm pro Kilo 
_ pro Minute fiir genitigend. So wurde die Injektion bei allen 
. folgenden Versuchen unterhalb 20cem pro Kilo pro Minute 
vorgenommen. 

Nun wurde zuerst der Einfluss der Injektion der Ringer- 
schen Lésung auf die Harnsekretion des Kaninchens untersucht, 
indem 20 ccm der Lésung in eine Ohrvene injiziert wurden. 


TABELLE III. 


Einfluss der intrayendsen Injectionen der Ringerlésung 
auf die Harnsekretion. 


A. 
. Harn Blut 
ae Sep RAR Pigs IRN a = 
= Reaktion | - g oe 
Bo lees lees aes 
Zeit 2 l2-\8 |e 188 
Loot ° a Leas | 
&iesies|/2 |2 | sm pH. 
% flee &e¢ & a ale 
o P=) hos he) Ones 
=e SS are ee Coe 
| 
Ende d. 1. Stunde.| 4.0 | 1.4 | — | 0.357] 0.455; 47.89] 7.68 pies 
a 7.0 | 0.73 | 0.284) 0.475. 47.0 (Pi a pane 
ae 3.0 | 1.0 | — | 0.548 injections 
A 4, x 3.0 — 0.925) 2.39 
ae 25 | ses. WleOrairas 
. 2.0 | — | 1.2 | 3.15 || 0.421) 42.8 | 7.40 
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B. 

Ende d. 1. Stunde | 5.0 | 0.28] — | 1.3 || 0.46 | 53.8 | 7.42 

aie Seiten 0 | 0.54 | — | 0,423] 0.58 | 52.0 | 7.35 Bir pilaets 
oe 7.0 | 0.875, —_ | 0.80 pea 
a ae 6.5 | — | 0.53] 1.52 J : 
eo te: 6.5.) = | 0.65| 1.35 
ee oe 3.0 | — | 0.75 | 1.25 
ig a ae $01 | te ela 
ag "Tee 2.0 | — | 1.4. | -2.10 |) 0.460) 51.0 | 7.28 

we 

Ende d. 1. Stunde | 4.0 | 0.5 0.335| 0.39 || 52.8 | 7.705 
om 5 aA 5.0 | 0.3 0.22 <—Ringerlésung- 
1. Se eae 8.0 |-. | 0.19 | 0.185, 0.361 54.6] 7.747 injection. 
tsk is 9.0 0.1 | 0.33 
Se ee ae ea 0.23 '| 1.35 
i an ay Sas 3.0 0.525] 1.45 
eg mes 2.5 0.75 | 1.41 | 0.40 || 47.8 | 7.70 


Wie man aus der Tabelle ersieht, tibt die Einspritzung - 
von 20cem Ringerlésung auf Kaninchen yon 2.7-3.0 ker. 
Kérper gewicht keinen auffallenden Einfluss auf die Harnmenge 
aus (Fig. 4). 

Gleiches ist auch beim Phosphor-Gehalt und pH-Wert der 
Fall, nur zeigt sich die Harnreaktion etwas verschieden vom 
normalen® Tier nach der Injection, indem der Harn etwa eine 
Stunden laénger schwach alkalisch bleibt. 

Auf Grund dieser Tatsachen wurden in den _ spiteren 
Versuchen als Volum der Injektionsfliissigkeit immer 20 ccm 


beibehalten. 


VI. EZXNFLUSS DER INTRAVENUSEN INJEKTION DES SAUREN 
NaTRIUMPHOSPHATES (Na Hz PO,) aur DIE 
HaARNSEKRETION, 


Dem Kaninchen, an welchem die oben erwiihnte Operation 
ausgefiihrt war, wurde eine Kaniile in einen Ureter eingebunden 
und darauf dem Fier 20ccm saurer Natriumphosphatlisung 
injiziert. Die Injektionsstammiésung war gleich jener der 
Arbeit von Hollo (1921). Von dieser Loésung wurde cine 
bestimmte Quantitiéit, welche 0,0075 er. P.O; pro Kilo entspricht, 
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bis auf 20ccm verdtinnt und dem Tier mit derselben Injektions- 
geschwindigkeit, wie bei der Ringerlésunginjektion, eingefiihrt. 

Bei der Injektion der sauren Phosphatlésung hat man 
darauf Riicksicht zu nehmen, dass die Salzlésung unter einer 
bestimmten Konzentration bleiben muss. Sonst bemerkt man 
eine deutliche Himolyse, und die Hiimaturie hilt bis zum 
Ende des Versuches an. 


TABELLE IV. 
Einfluss der intravendsen Injection des sauren Natriumphosphates 
(Na H, PO,) auf die Harnsekretion (<—Saure 
Natriumphosphatlésunginjection). 


hi. 
Harn Blut 
@ | Reaktion | go] 5 |e 
oS peed ee Se! 
Zeit glealasia 13 [a2 
Sls le S| ene eo 

Ended. 1. Stunde j 15.0 Oh — 0.487] 0.443) 61.4 7.546 
Pee ee 4.0 | — | 0.27] 0.435] 0.553) 38.8 | 7.475 
*. 90a 3.2 | — | 0.5 | 1.854 
ae aes 2.0| — | 20 | 5.54 
a 5s tl 3.0 | — | 1.84] 4.98 
ee BO | sh dbo) | 46h 
, Soe 5.2 | — | 1.6 | 4.10 | 0.490 33.8 | 7.48 

B. 

Ended. 1. Stunde | 5.0 | 1.0'| — | 0.147] 0.4881 49.1 | 7.472 
ae ;, 8.5 | — | 0.06} 0.161 a 
i a 2.0 | — | 0.4 | 0.543] 0.670] 35.7 | 7.437 
ae 1:0 (02s Saree aes 
he ie D7 ve (oO. 8tptianee 
AG, 8.0 | — | 064 | 1.307 
Se |: ane 4.05) = 1.0. beso 
aes 4.4 | — | 0.9 | 1.550! 0.650! 39.8 | 7.455 
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sh 
Ende d. 1. Stunde| 6.5 | — | 0.75 | 1.451] 0.508} 46.2 | 7.83 We 
Sa Set 1.0 | — | 1.2 | 1.978) 0.671] 33.8 | 7.709 
iat To aia 2.0 | — | 0.4 | 0.345 
E's ee 3.0 | — | 0.399] 0.443 
ty de eee 4.5 | — | 0.66 | 1.185 
ae 6.5 | — | 0.84] 1.501 
- 8 f° Bey — | 084) 1.235) 0.498) 88.0'| 7.60 
ip ae 7.0 | — | 0.56 | 0.831 
2. ee! ge OY Fw eee 
D. 
Ende d. 1. Stunde| 9.0 | — | 0.3 | 0.232] 0.395] 56.7 | 7.71 
pk OogeN 1.0 | — | 0.8 | 1.247] 0.372) 39.0 | 7.53 
Syaetht 2d nadie 40 | — | 0.5 | 1.055 
ay ae ee 5.0 | — | 0.5 | 1.055 
ks. <3 6.9 | — | 0.3 | 0.763 
at ae 6.0 | — | 0.2 | 0.451 
ie 7.0 | -— | 0.15 | 0.410] 0.381) 48.6 | 7.67 


Im vorigen Versuche wurde gezeigt, dass die Harnsekre- 
tion durch die Injektion primires Phosphates vermindert 
wurde und dass diese Verminderung der Harnabsonderung 
parallel mit der Abnahme des Kohlensiuregehalts des Blutes 
geht. (Fig..5, 6, 7). 


VIL. EINFLUSS DER INTRAVENOSEN INJEKTION DES 
ALKALISCHEN NaTRIUMPHOSPHATES (NazHPOQ,) 
AUF DIE HARNSEKRETION. 


Demniichst wurde nun der Einfluss der Injektion secun- 
diiren Phosphates auf die Harnsekretion verfolgt, indem das- 
selbe in gleicher Konzentration und Menge wie das primire 
Phosphat bei dem vorigen Versuch appliziert wurde (Fig. 8, 
9, 10). 
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TABELLE Y. 


Einfluss der intravendsen Injection des alkalischen Natrium- 


phosphates (Na,HPO,) auf die Harnsekretion 
(<— alkalische Natriumphosphatlésunginjection). 


A. 
Harn Blut — 
: Reaktion g g a : 
; © ae eS Sa 
Zeit a |e aS a 2 Pe 
et BO ly ee dees S| OR pH. 
o See & a & s Los 
a | 82 |/6%|O¢ Bs 
S (32/88) ce] 18] Se 
Ende d. 1. Stunde 8.0 — 0.5 1.756] 0.412} 50.1 | 7.553 
3 De HA 5.0, — 0.6 1.803 — 
» 3 4, | 13.0 | 0.26 | — | 0.6291 0.453] 79.3 | 7.868 
pets Jee 8.0 | 1.2 | — | 3.091 
ie et as 4.0 | 0.81} — | 2.612/| 0.4231 70.5 | 7.799 
eee OMe 8.3: <= | 2880 
te ete 2.5 | — | 0.26 | 2.974 
a ee ne 3.5 | — | 0.3 |1.012/ 0.415] 53.1 | 7.58 
Sa a eee eee 


B. 
Ended. 1. Stunde | 3.0 | — | 0.6 | 4.56 || 0.4791 43.8 | 7.93 
a ee 6.0 | — | 08 | 2,31 
ee 5.2) — | 1.56] 3.4 
ease 18.5 | 0.93 | --- | 1.8 || 0.595] 71.3 7.52 
re ee 6.3 | 1.78 | -— | 2.58 || 0.501) 50.8 | 7.31 
es NS oh ee D0 |OLe less, eer 
ie ane was 3.0 | 0.96 | — | 3.5 -ll 0.480 
Ce be 2.0) — | 0.43] 4.2 
ee 3 2.5 {| — | 0.6 | 3.79 || 0.475] 44.2 | 7.99 
C. 
Jinded. 1. Stunde | 6.0 | 0.85 - | 1.553) 0.485} 53.6 | 7.33 
Pe he tall ot Tok oh OG Se 1055679 
A aoa ee 8.9 | — | 0.2 | 1.105) 
ig. Macey G37) = 0.15 | 1.445] 0.433) 50.3 | 7.98 
Bs a ella 6.2 0.65 | 1.443 
ee eC ey me 5.0 0.7 | 1.50 
ae ee ee 4.3 | — | 0.73.1 1.798] ae 
i ee EL OF I 2.173] 0.528) 69.8 | 7.61 
ip. Oe ee CO |” 0,95 2.012 
sy Oe gee te fs 0.3 | 1.995) 0.4791 53.5 | 7.55 
t 


| 
| 
{ 
| 
| 
| 


*< 
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Die Versuche ergaben bei der Injektion der sekundiiren 
Phosphatlésung im Gegensatz zu derjenigen der primiiren 
Phosphatlésung eine vermehrte Harnabsonderung, welche 


einige Stunden nach der Injektion das Maximum erreicht, 


dann rapid abnimmt, bis sie wieder auf den Normalzustand 
zurtickgeht. 
Die Harnreaktion wird gleich nach der Injektion alkalisch 


und halt ungefiihr 2-3 Stunden lang an, wihrend im Kon- 


trolltier der Harn schon nach einer Stunde der Operation sauer 
wird und bei dieser Reaktion bleibt (Fig. 10). 


Der Phosphorgehalt des Harns zeigt, wie im vorigen 


Versuche, eine Zunahme, und der Gehailt: des Rava es 
gleichfalls keine ersichtlichen Veridnderungen. 
Weiter sieht man aus der Tabelle, dass der Gchalt des 


Blutes an CO, auffallend vermehrt ist, um nach 4-5 Stunden ™ 


wieder zu normal oder subnormal zuriickzukehren (Fig. 9). 
Der Wert des pH erfihrt natiirlich auch hier keine gross™ 
Veranderungen. oa 
Daraus kann man sicher feststellen, dass die Hanneronen 
bei der Einspritzung von saurern Phosphat abnimmt, wiihrend 
die Injektion der alkalischen Phosphatlésung dieselbe zunelhmen 
lisst. 


VIII. Exyriuss DER INTRAVENGSEN INJEKTION DER 
NaHCoO;-LésunGe aur pre HarNSEKRETION. 


Aus den beiden vorigen Versuchen kann man mit Recht 
yermuten, dass die Harnsekretion bei der Injektion der Natrium- 
bikarbonatlésung wohl eine Vermehrung erfahren werde. Diese 
Vermehrung wurde auch durch die Experimente bowiesen. 

Von NalICO; wurden 0.5 gr. pro Kilo genommen und die 
Gesamtdosis in 20 cem gelést und dem Tier intravendés injiziert. 
Die sonstigen Bedingungen sind dieselben wie in den vorigen 
Versuchen. Das Resultat ist in der folgenden Tabelle angegeben 
(Fig. 11, 12, 13). | 


a 
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TABELLE YI. 
Einfluss der intrayendsen Injection der NaHCO;-Lésung auf die 
Harnsekretion. (<+ Natriumbikarbonatlésunginjection). 


A. 
Harn Blut 
= Reaktion |e "2 | ioe 
c eens Sis A |g 
Zeit a 2o les See 
& | sees rs a OR pH. 
fed) roid Sa OM ART & ° : i) 3 
a | ef/28/78, 78, ke 
g a5 | O58 Oo) ome 

Ended. 1. Stunde | 1.0 | — | 0.4 | 219 ).0.4 | 523 | 7.385 
va aie eee A 11.0’) 1.05 | — | 0.376 0.321) 85.7 | 7.642 
ska Sats Salli dG oh bese | 56.9 | 7.501 
aes caus 1.1 | — | 0.44 | 4.50 
ne eam 1.9 0.5 || 1.495) 
ae A ee 3.0 | — | 0.55 | 1.563: 
eae i Wed 3.0 | —|O7 “PF 1.919) 
> Se 7, oe) Le) 295 OL sereseungeats 

ii | 
B. 

Ended. 1. Stunde | 1.0 | 2.0 | — | 1.15 ] 0.358] 42.1 | 7.470 
ie a. 8:0 | 1.74) == |<6:059 o. 
se eee 52.0 | 1.2 | — | 0.144! 0.38 | 83.8 | 7.802 
a Se 3.0 | 1.6 | — | 0.531]! 0.316] 80.1 | 7.797 
ase C6 ee oat 
tS ek gee OV |= | 1412, B89 
a ee 0.5 | — | 1.6 | 2.507 
pu | oa eae 2.0 | -— | 1.1 | 2.501} 0.38 | 57.1 | 7.458 

On 

Ended. 1. Stunde | 2.0] — | 0.4 | 1.711/| 0.395! 48.7 | 7.96 
eNO nd 44] — | 0.6 | 1.654 
ig: na gene 5.0} = | .04 115 ae 
es, 38.0 | 0.683 — | 0.4 || 0.401] 85.3 | 7.58 
i as O05 12 | = Tegss 
a, Suan 8.05 Mid S205 opory 
ee 4.0 | — | 0.8 | 2.55 
a s,  ,, 2.5 | — | 1.3 | 2.75 | 0.888) 51.4 | 7.38 


A 
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Die Ergebnisse dieser Versuche lassen sich also dahin 
zusammenfassen, dass hier: eine bisher nie wahrgenommene 
starke Vermehrung der Harnsekretion durch Bikarbonatinjektion 
hervorgerufen wird. Die Vermehrung wird schon wahrend der 
Einspritzung* der Karbonatlésung bemerkt und erreicht nach 
einer Stunde das Maximum, welches 3-4 mal grésser als bei 
der Injektion des alkalischen Phosphats ist. 

Der Harn dndert sich sofort nach der Injektion der Bikar- 
bonatlésung alkalisch und bleibt 2-3 Stunden lang auf derselben 
Reaktion, um danach wieder sauer zu werden (Fig. 13). 

Der Phosphorgehalt sowohl des Harns, als auch des Blutes 
scheint keine Veriinderungen zu zeigen. 

Der CO:-Gehalt des letzteren nimmt nach der Injektion 
bedeutend zu, so dass der pH-Wert hier etwas grésser als bei 
den vorigen Versuchen zu sein scheint (Fig. 12). 


ScHLuss. 


1. Die Ringersche Lésung in einer Dosis von 20 ccm 
einem hungernden 2.7-3.0kgr. schweren Kaninchen injiziert 
tubt keinen besondere Einfluss auf die Harnsekretion. 

2. Bei der Injektion von 20ccm saurer oder alkalischer 
Phosphatlésung unter denselben Bedingungen aber erfihrt die 
Harnsekretion, ohne besonders merkliche Veriinderung im Phos- 
phorgehalt des Blutes, zwei ganz entgegengesetzte Wirkungen: 
(1) Nach der Injektion der sauren Phosphatlésung wird die 
Harnsekretion deutlich geringer und triige, indem aus der Ureter- 
kaniile nur 1-2 Tropfen Harn pro 2-3 Minuten gegentiber 2-3 
Tropfen pro Minute im Normalzustand abtriufeln. Dieser 
Zustand kehrt allmihlich nach 2-8 Stunden zum normalen 
zaruck. 

(2) Die Injektion der alkalischen Phosphatliésung (Na, 
HPO,) bringt. dagegen eine Zunahme der Harnabsonderung 
gustande. Die Zahl der Harntropfen nimlich vermehrt. sich 
-auf 4-5 bis 5-6 pro Minute. Die Gesamtmenge des Harns ist 
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in jeder einzelnen Stunde vermehrt gefunden. und die Reaktion 
des Harns ist voriibergehend alkalisch. Kehrt die Harnmenge 
nach einigen Stunden wieder zur Norm zuriick, so stellt sich 
auch die saure Reaktion ein. 

Der Gehalt des Blutes an COz nimmt bei der Injektion der 
‘sauren Phosphatlésung ab, wabrend er bei der der alkalischen 
Phosphatlésung in Gegenteil zunimmt. Die Verdnderung des 
pH-Wertes aber ist nur gering. : 

Da in diesen beiden Versuchen gleichfalls Phosphat zugegen 
ist und der Unterschied zwischen ihnen nur in der Reaktion 
besteht, kénnte die Zu-oder Abnahme der Harnmenge durch 
die alkalischen, resp, sauren Eingenschaften der Phosphatlésung 
bedingt sein. — . 

Dass die Blutaciditait in der Harnsekretion eine gewichtige 
Rolle spielt, diirfte meiner Meinung nach durch diese Tatsache 
gentigend beleuchtet sein. 7 

3. Das NaHCOs;, intravends injiciert, vermehrt den CO.- 
Gehalt des Plasma bedeutender, als das alkalische Phosphat. 
Dementsprechend nimmt die Harnabsonderung sehr stark zu 
und steigt auf das 2-3fache an, wie dies aus der Tabelle 
ersichtlich ist. Auch diese Tatsache bestitigt die aus dem 
Phosphatversuch erhaltene Einsicht, dass die Blutaciditat mit 
der Harnabsonderung zusammenhinegt. 

Es ist meine angenehme Pflicht, meinem Lehrer, Herrn 
Prof. Dr. 8. Kakiuchi, meinen herzelichsten Dank fir seine 
freundliche Leitung bei dieser Arbeit und fir seine eifrige 
Anregung zu derselben auszusprechen. 
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Fig. 1. Harnsekretion. 


Fig. 2, Harnreaktion. 
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Fig. 3. CO,-Gehalt in 100 cc. Plasma. 
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Fig. 4. Harnsekretion bei der Ringerlésunginjection. 
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Fig. 6. Harnreaktion bei der primaren Phosphatlésunginiection. 
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Fig. 7, CO,-Gehalt im Plasma bei der primiren Phosphatlésunginjection. 
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Fig. 8. Harnsekretion bei der sekundéren Phosphatlisunginjection. 
RE ects Taba VA 


” 


“Inject 


NN de 

\ erm are 
Qe 
sirterast 
fel 


| 
2d 
© 
i 
‘aks 
a 
i 
i 
si 


NU ep 


aammse 
emt asad 


K. Misumi: 


4,38 


Fig. 11. Harnsekretion bei der NaHCO -Lésunginjection. 
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Fig. 12. CO,-Gehalt in 100cem. Plasma bei der NaHCO,-Lésunginjection. , 
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‘STUDIEN UBER DEN EINFLUSS DER. CaCl.-UND 
MgCl.-INJEKTION AUF DIE HARNSEKRETION. 


Von 
KOSEI MISUMI. 


(Aus dem biochemischen Insiitut der Kaiserlichen Universitat zu Tolcyo: 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1925) 


Der Verfasser hat in der vorigen Arbeit berichtet, dass eine 
kleine Anderung der Reaktion des Blutes einen ganz deutlichen 
Einfluss auf die Harnsekretion hervorruft. Im folgenden seien 
einige Versuche tiber den Einfluss der CaCh- u. MgCl-Injektion 
auf die Harnsekretion kurz berichtet werden. 


I. EINFLUSS DER INTRAVENOSEN INJEKTION VON 
CaClh-LésuNG AUF DIE HARNSEKRETION. 


Um den Einfluss von CaCl, auf die Harnsekretion zu 
untersuchen, wurden nun eine 1% ige und 10% ige Lésung her- 
gestellt und intravendés injiciert. 

Das Resultat istin Tabelle (I) und Fig. 1 angegeben. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, wirkt die Injektion der 
CaCl:-Lésung auf die Harnsekretion in toto vermehrend, obwohl 
das Tier gleich bei der Injektion unter starker Vermehrung 
der Atemfrequenz dingstlich wurde. Die Vermehrung der Atem- 
frequenz, welche im Anfang tiber 120 pro Min. bei der Injektion 
von 10%iger Lésung, tiber 80 pro Min. bei einer 1%igen 
betrug ,dauert 20 bis 25 Minuten, wahrend der erste angstliche 
Zustand schon nach einigen Momenten nachliess. Gleich nach 
der Injektion hért die Harnsekretion 1-5 Minuten lang auf, 
um danach in vermehrter Menge (5-10 Tropfen pro Min.) 
secerniert zu werden, und erst nach ca 1 Stunde kehrt sie 
zur Norm (2-3 Tropfen pro. Min.) zurtick. Der Harn tribt 
sich ca 5 Minuten nach der Sekretion und reagiert salkalisch. 
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TABELLE I. 


Einfluss der intravendsen Injection von CaCl,-Loésung auf 
die Harnsekretion. 


A. 
Harn 
Zeit Menge Reaktion 
in _|Verbrauchte| Verbrauchte 
ccm. | Sdaure (cc.) | Lauge (cc.) 
Ende d. 1/2. Stunde]! ° 1.0 — 0.6 
” 1. ” 1.0 ; as 0.7 
9 1.1/2 2? 1.5 am 0.5 
» we ” 2.5 = 0.45 
2? 2.1/2 ” 3.0 er! ; 0.45 
Sse Os - 3.0 — 0.3 
» 31/2 ,, 6.0 3 os <Injection 
Leen 4s i 7.5 0.3 — 1%ige CaCl,-Lésung. 
: aids 4.1/2 ” 5.5 b 0.3 ‘ — 
” 5e ” 5.0 0.35 Bz 
fy eo eas 2.5 0.3 a 
» 6. 99 2.0 — 0.64 
» Gl/2,, 1.6 = 0.65 <Injection 
aettle op 4.0 0.35, — >| 10%ige CaCl,-Losung. 
jy UPS gp 3.0 0.5 — 
» 8 ” 2.0 De = 
B. 
Ende d. 1/2. Stunde} 0.5 — 0.3 
Aa ls a, 1.5 — 0.3 
Bye tees 1.5 = 0.3 
peal) = 1.5 = 0.4 
Set OR le 2.0 0.3 = 
ate it 2.0 0.32 ee 
3.1/2 4.0 0.45 ona <—Injection 
<7 a 10%ige CaCl,-Lésung. 
yaeds . 3.5 0.6 = a 4 e 
eae OA NNO eae 2.5 0.3 = 
ee, 2.5 — 0.35 
Aly eee 2.5 ~ 0.4 


” 6. ”? 2.0 oes 0.45 
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II. EN INFLuss DER INTRAVENOSEN INJECTION VON 
MgCl,-LésunG auF DIE HaRNSEKRETION. 


Anstatt CaCl, wurde nun MgCl ebenfalls in einer 12%igen 
und 10%igen Lésung intravenés injiciert, deren Gesamtvolum 
je 20 com. betrug. 


TABELLE II. 


Einfiuss der intravendsen Injection von MgCl,-Lésung auf 
die Harnsektion. 


WAS 
Harn 
V/A e it. Menge Reaktion 
m__—|/ Verbrauchte| Verbrauchte) 
ccm. | Sdure (ec.) | Lauge (cc.) 

Ende d. 1/2. Stunde} 2.0 — 0.4 
2? 1. 2” 3.0 = 0.5 
» Li2 ,, 4.0 — 0.6 
AeEze Fp 5.0 — 0.7 ne 

<Injection 
» 21/2 ,, 40.0 1.0 = 1%ige MaCl.-Lésung 
ales Ap 16.0 Laie — 
ie es: 8.0 1.0 = 
ets = 4.6 0.8 —= 
; to 57 © i, ae 4.0 0.7 = 
rae EDs a 4.0 0.3 ae 
RE ENR ees 3.6 a 0.1 
bay: . 3.0 — 0.35 
B. 

Ende d. 1/2. Stunde| 1.0 i 0.3 
a e 2.0 = 0.3 
See 2. 1.0 = 0.4 
ce, x 1.5 = 0.5 

<Injection 

ye ie 13.0 0.3 10%ige MaCl,-Lisung 
ate 8 + 6.0 1.75 -- 
me goli2e 4.0 0.8 a 
Pras ad. Fi 2.0 0.6 — 
4 Ado. “3.5 i 0.4 
nea ® xs 3.0 0.35 
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Mg scheint in der Wirkung auf Kaninchen vom Ca sehr 
verschieden zu sein. Seine Injektion ruft némlich’ keinen 
dngstlichen Zustand hervor, seine Wirkung auf die Harnsekretion 
ist_ sehr betrachtlich (etwa 115 Tropfen pro Minute), und die 
Sekretion kehrt erst nach 2 Stunden zur Norm (2-3 Tropfen) 
zurick (Fig. 2). Der Harn ist klar diinnflissig und zeigt nach 
der Injektion sofort eine alkalische Reaktion. 


TABELLE III. 


Einfluss der intravenosen Injection von CaCl,-, MgCl.-und 
Ringer-Losung auf die Harnsekretion. 


A. 
Harn 
Zeit. Menge Reaktion 
in Verbrauchte' Verbrauchte 
te | Saure (ce-) | Lauge (ce.) 
Ende d. 1/2. Stunde 1.0 3 0.3 
» de ” 1.5 ee 0.4: 
oy, Nek ean 2.0 oa 0.4 
ees _ 2.5 = 0.43 
9» el /2 2.5 = 0.4 
» 8. 9 3.0 = 0.5 : 

5 <In n 
ee |r Fite tic ates 
» 41/2° 5, | 5.0 0.45 i 
2, 9 r 5.0 0.4 = 
” 5-1/2 ” 2.5 0.4 a 
» 6 y 1.5 0.2 oh 
 Oal/2 ps, 1.5 = 0.4 
ded 7. ” 2.0 — 0.5 

; re eo 
2 S é ‘ i : e 10%vige CaCl 2-Losung. 
peli 2 55 2.0 0.7 wi. 
wager 9s ” 13.0 0.4 =e < Injection 
3 a 7.0 1.75 i 1%ige MgCl.-Losung. 
» 10. »” 4.0 0.8 a 
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B. 
Ende d. 1/2. Stunde} 2.5 1.0 — 
re ie, a 3.5 1.4 = 
ete ly eee 3.5 0.8 = 
en. 4.5 0.7 — 
ee ete. 3.5 0.55 — 
mors. - 3.0 0.6 ate a: 
at eee 29.0 “7 ise Tree Mecl,-Lb ae 
at ;. 22.0 1.36 — 
ay ae 9.0 0.77 _ —. 
oe ts 9-0 0%; Ey ieneeene Losung. 
CG TO. acs, 7.0 0.75 — 
Volk re 4.0 0.76 _ ys 
» 6.1/2, bau 1.94 re TTbocice Mocle Leones 
a . 10.0 ict = 
ay a 2 ee 9.0 0.84 — 
a 8 5 7.0 0.66 = 
SA ee es 5.0 0.75 — 


Die Versuche (Tab. III A.), in denen beide Erdalkalien 
demselben Kaninchen eingespritzt wurden, ergaben, dass die 
Vermehrung der Harnsekretion bei Ca-Injektion viel schwacher 
ist aber wohl linger dauert. 

' Die Falle (Tab. III B.), in welchen dasselbe Tier zugleich 
mit Mg-und Ringerlésung injiciert wurde, liessen uns erkennen. 
dass die letztere in einer Dosis von 20cem gar nicht diuretisch 
wirkt, waihrend die erstere, wenn wieder injiciert, eine ziemlich 
grosse Harnvermehrung zustande bringt (Fig. 3). 


ScHLUss. 


Bei der intravenésen Injektion der CaCl:-oder MgCl.-Lésung 
beobachtet man ganz verschiedenartige Wirkungen. Die erstere 
Lésung zeigt zwar die Neigung, die Nierensekretion mehr 
oder weniger zu steigern, ihre Wirkung bleibt jedoth eine ziemlich 
beschriinkte, wiithrend die MgCl-Lésung in der Wirkung weit 
das alkalische Phosphat tibertrifft, und dem NaHCO; gleichzu- 
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setzen ist. CaCl, Injektion ruft bei Kaninchen ziemlich deut- 
liche Atembeschwerden und Unruhe hervor, waihrend MgCl: 
keine Angst hervorruft. 

Die Reaktion des Harns ist beidemal alkalisch. Eine 
Erklarung ist auf Grund einer geringen Anzahl von Unter- 
suchungen nicht médglich. Die weiteren Studien dartiber werden 
spiter vorgenommen werden, deren Resultate dann veréffentlicht 
werden sollen. 
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Fig. 1. Harnsekretion bei der CaCl,-Lésunginjektion. 
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Fig. 2. Harnsekretion bei der MgCl.-Lésunginjektion. 
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Fig. 3. Harnsekretion bei der Ca Cl,-, Mg Cl,-, Ringer’sche 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE. 
ASSIMILATION DER LAVULOSE, GALAKTOSE 
UND DER GLYKOSE BEI HUNGER UND 
EIWEISSFETTDIAT. 


Von 


. SHU NAGASUYE. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universidtt zu Tokyo.) 


(EKingegangen am 10. Oktober 1925) 


Seit den Beobachtungen von Lehmann (1874) und Cl. 
Bernard (1877) ist schon lange bekannt, dass der Kohlen- 
hydratstoffwechsel der Organismen durch Hunger bedeutend 
beeintraéchtigt wird, sodass nach einer Starkezufuhr jetzt der 
Zucker leichter im Harn ausgeschieden wird. Mit dieser Ersch- 
einung kénnen auch der Hungerdiabetes von Hofmeister (1990) 
und der Vagantendiabetes von Hoppe-Seyler (1900) in Zusam- 
menhang gebracht werden. Wahrend die Untersuchungen der 
obigen Autoren sich auf die Glykosurie beschrankten, wurde 
der Blutzucker bei hungernden Tieren erst nach langer Zeit von 
Bang (1913) genau untersucht. Dabei fand er, dass einerseits 
bei Hungerkaninchen der Blutzuckeranstieg nach Glykosezufuhr 
einen weit héheren Wert erreichte und linger dauerte als bei den 
gewohnlich ernahrten, und andererseits der Glykogengehalt der 
Leber weit niedriger war. Daraus hat er den Schluss gezogen, 
' dass die Leber der hungernden Tiere fiir die Glykogenbildung 
nicht vorbereitet ist. Ein &hnliches Verhalten fanden auch 
Lindberg (1918), Traugott (1923) und Staub (1922) bei den 
Blutzuckeruntersuchungen und Barrenscheen (1914) bei der 
Durchstrémung der Leber mit Glykoselésung, die von Hun- 
gerkaninchen stammte. 

Ausser dem Hunger schidigen auch die Kohlehydratkarenz 
(Bergmark 1915) und die Hiweissfettdiit (Kageura 1922) und 
Staub (1922) die Zuckerassimilation. Kageura hat konstatiert, 
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dass dabei die Unfahigkeit der Leber, Glykogen zu bilden, eine 
wichtige Rolle spielt. 

Ob auch fiir andere Zuckerarten gilt, was oben von der 
Glykose erwihnt wurde, ist noch, wenigstens bei dem Hunger 
und bei der Eiweissfettdiat, eine offene Frage. Dagegen beim 
Menschendiabetes ist es schon lange bekannt, dass Livulose 
besser benutzt wird als Glykose (Ktilz 1874, von Noorden 
1907). Auch Minkowsky (1893), Tiroloix (1892), Sand- 
meyer (1892) und Barrenscheen (1914) haben bei Pank- 
reasdiabetes des Hundes gefunden, dass die Lavulose noch 
Glykogen bilden kann, waéhrend die Glykose es nicht mehr 
vermag. Dasselbe Verhalten der Liaivulose wurde auch bei 
Phosphorvergiftung von Neubauer (1909) gefunden. 

Nun taucht die Frage auf, wie sich die Lavulose bei Hunger 
und bei Eiweissfettdiat verhalt, was in der vorliegenden Arbeit 
genau studiert wurde. 


VERSUCHSANORDNUNG. 


Als Versuchstiere benutzte ich in allen Fallen Hunde- 
An den Hunden, welche stets mit gewdhnlicher. kohlenhydrat- 
reicher Kost genéhrt wurden, habe ich zuerst als Vorversuch 
die Intaktheit ihrer zuckerassimilierenden Kraft bestatigt, indem 
ich einigemal die Blutzuckerwerte nach Zufuhr von 20g. (nur 
einmal in ganzen .Fallen 40g.) von bestimmten Zuckerarten 
halbstiindlich drei Stunden lang’ mit Bangs Mikrobestimmungs- 
methode untersuchte. Dann wurden die Tiere je nach den 
Fallen verschieden lang dem Fasten unterzogen bzw. mit Eiweiss- 
fettdiat ernahrt. : cate: i 

_ Nun wurde in dieser Periode der Hauptversuch angestellt, 
d.h. die zuckerassimilierende Kraft ganz nach derselben Ver- 
suchsanordnung wie beim Vorversuch bestimmt. 

Schliesslich wurden die Tiere 8 oder 10 Stunden nach der 
letzten Zuckerzufuhr durch einen Stich in den Noeud vital der Me- 
dulla oblongata abgetétet, die Leber rasch herausgenommen und 
hr Glykogengehalt nach Mori-Iwasakis Methode bestimmt. 
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Bekanntlich wird der Glykogengehalt der Leber durch Hunger 
erheblich vermindert, dabei ist der Grad des Glykogenschwundes 
je nach den Fallen nicht ganz gleich. So versuchte ich in 
einigen Fallen vor der letztem Zuckerzufuhr in der Periode des - 
Hungers ein Stiick Leberlappen operativ zu exstirpieren und 
an diesem Kontrollstiick den priformierten Glykogengehalt zu 
bestimmen. Aber infolge peritonealer Reizung durch die Opera- 
tion setzte oft Erbrechen nach Zuckerzufuhr ein, sodass nur einige 
Falle zu diesem Zweck einwandfrei benutzt werden konnten. 

Die im Versuche angewandten Zuckerarten waren meistens 
_ reine Mercks-Praparate und wurden stets am Morgen niichtern in 
200 ccm Wasser gelést durch eine Sonde in den Magen eingeftihrt. 
Als Eiweissfettkost wurde fettreiches Rindfleisch verwandt. 


I. BuiurzucKERKURVE UND GLYKOGENGEHALT DER 
LEBER NACH GLYKOSEZUFUHR IN 
DER HUNGERPERIODE. 


Diese Frage wurde, wie oben erwihnt, schon von Bang 
u. a. vorgenommen und experimentell untersucht. Tyrotzdem 
diirfen meine eigenen Versuche nicht unerwihnt bleiben, weil 
nur dann das Verhalten verschiedener Zuckerarten von einem 
einheitlichen Standpunkt aus genau verglichen werden kann. 
Die Resultate meiner Versuche werden in der folgenden Tabelle 
tibersichtlich zusammengestellt. 

Aus den Versuchen geht hervor, dass deutliche Unterschiede 
zwischen der Periode des Fastens und der der gew6éhnlichen 
Diét in dem Blutzuckergehalt nach Glykosezufuhr bestehen, 
indem in der Hungerperiode erstens die absolute Héhe des 
Blutzuckerwertes auffallend grésser ist (0-230, 0.211%, 0.20396 
gegen 0.135%, 0.117%, 0.12725), zweitens diese Hyperglykiimic 
viel langsamer zurtickgeht. 

In dieselben Periode betrug der Glykogengehalt der Leber 
nach Glykosezufuhr je 0.72%, 0.5899, 0.67% und 0.41%, 
durchschnittlich 0.60%. Diese Werte aber diirfen nicht ohne 
weiteres der Zuckerzufuhr zugeschrieben werden, weil schon seit 
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Cl. Bernard (1877), Pfliger (1898), Prausnitz (1890) u. a. 
bekannt ist, dass keine vollkommene Glykogenfreiheit der Leber 
durch Hunger allein zu erreichen ist, was auch in meinen Fallen 
(Nr. 52 und 53 in Tabelle II und Nr. 54 in Tabelle III) zutrifft. 
Dass in menen Versuchen der Glykogengehalt bei einfacher 
Inanition eher grésser gefunden wurde als nach Zuckerzufuhr, 
deutet darauf hin, dass beim Hunger selbst nach Traubenzucker- 
zufuhr so gut wie kein Glykogen in der Leber gebildet wurde. 

Also wurden Bangs Ergebnisse auch yon meiner Seite trotz 
der Verschiedenheit der Versuchstiere und der. eingefiihrten 
Zuckermenge bestitigt. 
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II. BrutzucKERKURVE UND GLYKOGENGEHALT DER LEBER 
NACH LAVULOSEZUFUHR IN DER HUNGERPERIODE. 


- Was das Verhalten des Blutzuckers nach Einnahme von 
Lavulose betrifft, fanden Spence und Brett (1921) nach Zufuhr 
von 50¢ ‘Lavulose beim Menschen, dass der Blutzucker um 
5-10 mg pro 100 ccm Blut anstieg. Auch Isaac (1920) beobach- 
tete in keinem seiner Normalfalle nach 100g Lévulose einen 
héheren Wert als 0.12%. Bei Kahler und Machold (1922) bet- 
rug die Héchstzunahme nach 100 g Livulose nur 0.03%. Diese 
Ergebnisse zeigen tibereinstimmend, dass die Blutzuckerkurve 
beim gesunden Menschen nach . Livulosezufuhr viel flacher 
verliuft, wie nach der gleichen Menge Traubenzuckers. 

Ich fand bei 16 Einzelversuchen, die an 12 Hunden in der 
Periode der gewohnlicher Ernéhrung angestellt wurden, dass der 
Blutzucker nach 20g Liivulose nur einmal bis 0.120%, ein 
anderes Mal fast nicht, meistens aber bis etwa 0.110% anstieg. 
Im Durchschnitt der ganzen- Fille ist der Ausgangswert 
0.089%, der Maximalwert nach Livuloseeinnahme 0.108%, was 
mit den Angaben der oben genannten Autoren gut tibereinstimmt. 

Nun habe ich 8 von diesen 12 Hunden 3-4 Tage dem 
Hunger ausgesetzt. Dann habe ich den Blutzucker nach 20 ¢ 
Livulose bestimmt und gefunden, dass die Maximalwerte in 
einer Halfte der Fille den Durchschnittswert der Normalfalle 
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(0.108%) ein wenig tiberschritten: einmal 0.142% (Nr. 48), ein 
anderes Mal 0.1379§ (Nr. 49) und zwei Mal (Nr. 50 und Nr. 
53) nur etwas hdher als der Durchschnittswert. Die andere 
Hialfte der Fille zeigte keinen héheren Anstieg als bei normaler 
Ernébrung. 

‘Derselbe Versuch wurde nach weiterem 3- oder 4- tiigigem 
Fasten wieder an den 4 Hunden wiederholt, die jetzt im 
ganzen 8-9 Tage lang dem Hunger ausgesetzt wurden, wenn 
man von dem ersten Versuch absieht. Trotz dieses lingeren 
Fastens zeigen 3 Falle nach Léavulosefuhr einen niedrigeren 
Blutzuckerwert, nur ein Fall einen héheren, als beim ersten 
Versuch. 

Nun gibt es meines Wissens keine Angabe tiber die Gly- 
kogenbildung nach einmaliger Lavulosezufuhr bei Hunger. 
Diese Frage aufzukléren, habe ich an denselben 8 Hunden, die 
je nach den vorangehenden Versuchen 3 bis 8 Tage im Fasten 
gehalten wurden, den Glykogengehalt der Leber nach Liivulose- 
zufuhr bestimmt und viel hdéhere Werte gefunden als nach 
Traubenzuckerzufuhr. Der Glykogengehalt betrug, nur zwei 
Fille davon ausgenommen, bei 6 Fallen. mehr als 2%, und 
zwar der hodchste 5.80%, durchschnittlich 2.42%. Dieser 
Mittelwert ist 4 mal grésser im Vergleich mit dem nach 
Traubenzuckerzufuhr. Die absolute Menge des Leberglykogens 
betragt durchschnittlich 7.56 g und ist 5 mal grésser als nach 
Traubenzucker (1.62 g.). Die Untersuchungsresultate an zwei 
Hunden, an welchen am Ende der Karenzperiode, nimlich an 
dem der Lavulosezufubr vorangehenden Tage, ein Stick vom 
Leberlappen herausgeschnitten wurde, zeigen unzweideutig, dag 
der Glykogengehalt der Leber durch Verabreichung von Livulose 
deutlich zunimmt. Die in folgender Tabelle in Klammern 
eingeschlossenen Zahlen (totale Glykogenmenge der Leber) sind 
ams dem Glykogengehalte des analysierten Leberlappens und 
aus der Gewichtsumme des exstirpierten und zuriickgeblie- 
benen Leberantcils berechnet. Aus diesem Befunde lift sich 
schlieBen, dai Livulose selbst beim Hunger die Leber mit 
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Glykogen bereichert, wahrend der Glykose dieses Vermégem 
fehlt. 


Ill. BrurzucKERKURVE UND GLYKOGENGEHALT DER LEBER 
NACH GALAKTOSEZUFUHR BEIM HUNGER. 


Uber die Blutzuckerkurve nach Einnahme von Galaktose 
ligen bis jetzt nur ganz vereinzelte Angaben vor. Leire fand 
bei 2 Kaninchen als Maximalblutzuckerwert nach Verabreichung 
von 10¢ Galaktose je 0.19% und 0.27%. Inder jiingsten Zeit 
berichten auch Kahler und Machold ter derartige Untersu- 
chungen. Nach 40 ¢ Galaktose stieg der Blutzucker bei normalen 
Menschen im Maximum um 0.03% (es wurde allerdings nur 
je einmal eine Stunde nach der Zufuhr untersucht), das ware 
also eine schwachere Zunahme als nach 40g Glykose, jedoch 
elne stirkere als nach 40g Liavulose. _ 

Meine eigenen Experimente (Tabelle III) zeigen den let- 
zteren Autoren entgegengesetzte, eher mit Leire tbereinstim- 
“mende Resultate. Ich fand bei drei normal genéihrten Hunden 
als Maximalwert nach 20g Galaktose je 0.180%, 0.200% und . 
0.192%. Diese Hyperglykimie trat 30 Minuten nach Zucker- 
elnnahme auf, erreichte nach 1 Stunde ihren Maximalwert und 
kehrte nach drei Stunden zu ihrem Ausgangswert zurtick. 
Daher war die Blutzuckersteigerung nach Galaktose im Gegensatz 
zu dem Resultat von Kahler und Machold viel héher als nach 
Glykose. 

Darauf wurden dieselben Hunde 3 bis 4 Tage lang im 
Fasten gehalten und dann 20g Galaktose zugefiihrt. Die 
dadurch hervorgerufenen Maximalblutzuckerwerte waren je 
0.209%, 0.240% und 0.236%. 

Der Glykogengehalt der Leber war in dieser Periode nach 
20 ¢ Galaktose je 0.7295, 0.579% und 0.679, durchchsnittlich 
0.6526, der absolute Wert auch niedrig: 2.68¢, 1.60g und 
1.56 g, durchschdittlish 1.95 g. 

Ubersichtlicherweise werden im folgenden die Durch- 
schnittswerte der Untersuchungsresultate mit drei Zuckerarten 
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bei den gewéhnlich erndhrten und in den Hungerperioden in 
Kurven dargestellt. 
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———_—— Blutzucker nach Glykose bei gewohnlicher Ernahrung 
a aw Laevilosé (schwachere Linie) 

B 32 ay und im Hungerzustande 
y »,  Galaktose (starkere Linie). 


‘Aus den Kurven ersieht man zunichst, dass der Wert der 
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alimeniitren Hyperglykimie bei gewéhnlicher Ernahrung bei 
Galaktose am héchsten, bei Lavulose am niedrigsten und bej 
Glykose zwischen beiden letzteren, und zwar mehr in der Nahe 
der Livulose liegt. 

In der Hungerperiode yerhalten sich die Kurven etwas 
anders. In dieser Periode zeigt die alimentiire Hyperglykaémie 
immer. einen hdheren Wert. Aber der Grad der Zunahme ist 
je nach den Zuckerarten verschieden. Bei Liavulose tiberschreitet 
die Zunahme kaum die Fehlergrenze. Die Galaktose zeigt eine 
miassige Zunahme, wihrend dieselbe bei Glykose einen unver- 
gleichbar héheren Grad erreicht, sodass die Blutzuckerkurve der 
Glykose sich der der Glaktose nihert. 


IV. BtiutTzucKERKURVE UND GLYKOGENGEHALT 
DER LEBER NacH LAVULOSEZUFUHR, IN 
DER PERIODE DER E1WEISSFETTKOST. 


Wie oben erwaihnt, haben Bergmark bei Kohlenhydrat- 
karenz, Kageura und Staub bei Hiweissfettkost eine herabgese 
tzte Assimilationskraft fir Traubenzucker gefunden. Die Frage, 
wie sich die Lavulose unter gleichen Bedingungen verhalt, bleibt 
offen. So ging ich folgenderweise vor. An 5 Hunden wurde 
zuerst die Herabsetzung der Assimilationskraft fiir Traubenzucker 
durch die einige Tage verabreichte Eiweissfettdiat festgestellt, 
dann wurde 6 Tage lang die gewéhnliche Kost gegeben, die 
nun wieder durch Eiweissfettdiat abgelést wurde. In dieser 
Periode wurde die Assimilationskraft fiir Livulose untersucht. 
Es ergab sich, dass die Livulose im Gegensatz zur Glykose 
auch bei Eiweissfettdiait ebensogut assimiliert wurde wie bei der 
gewohnlichen Ernihrung, sodass die Beeintriichtigung der Lia- 
vuloseassimilation, die bei Hunger mehr oder weniger eintrat, bei 
Eiweissfettdiait niemals beobachtet wurde. Auch der Glykogen- 
gehalt der Leber nach Livulose war doppelt so gross wie 
nach, Traubenzucker, sowobl in Prozentsatz als auch in absoluter 
Menge. Naheres wird in der Tabelle zusammengestcllt,. 
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TABELLE 
& Korper- | Menge d.| Dauer d. 
ae . acd gewicht | Zuckers | E.F.-Diat Nahrung 
unde ‘ (kg) (g) (Tage) 
55 14. Il. 10.9 D. 20 ‘ gewOhnliche Kost 
ily 16scTs Ph2is 3 ” 
20—LIs 107 ¥5 3 17-23. I. EFK 
4. Te 11.0 i Te 
Pithes, J 11.0 LL. 20 24, II.-1. ITI. 
ils INDE 11.8 PP gewohnliche Kost 
Sele fist o 3 seit 2. III. EFK 
ro 6 Pa as We : 7 
56 Nes JOG 11.6 D. 20 gewohnliche Kost 
18. Il. a * 
Wes Mk JTRS re 3 19-25. II. EFK 
26. II. 11.1 ie a 
iy aif 11.6 L. 20 26. IT.-3. III. 
Sails 11.6 -e ; gewohnliche Kost 
as7e dE, TIA Py 3 seit 3. III. 
EEO fe Ue Ps i Eiweissfettdiat 
57 20. II. 16.3 D. 20 ~ gewdhnliche Kost 
27. Il. 16.0 - " 
33, 10Gb 15.1 nA 3 28. II.-6. III. 
Go BUG 14.8 55 7 Eiweissfettdiat 
TOS OUE, |) Tee L. 20 7-12. III. 
eee 15.5 nr gewohnliche Kost 
16. III. 15.0 “ 3 seit 138. ITI. EFK 
62 BOsELVG 10.1 L. 20 - gewohnliche Kost 
be Ve. 9.4 os 2 seit 1. V. EFK 
63 tee Vis 9:9 L. 20 gewohnliche Kost 
5. V. 9.9 8 seit 2. V. EFK 
: seit 2. V. Eiweiss- 
| Ns yee 
65 TeV 8.5 D. 20 3 seit 4. V. EFK 
66 lle Me 13.3 D. 20 3 seit 4. V. EFK 


D Glykose, L Lavulose, EFK Hiweissfettkost. 
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IV. 


- Blutzucker (°%) Comet ee 
ee Se eS Se eS ee eo ae coe ae ee 
vor ts Ye 13” 2" 3” (8) (%) vel 


SS ee ee ee ess 


0.092 | 0.149 | 0.100 | 0.093 | 0.095 | 0.089 
0.089 | 0.191 | 0.152] 0.085 | 0.085 

0.090 | 0.163 | 0.180°| 0.095°| 0.101 | 0.104 
0.093 | 0,108 | 0.097 | 0.086 | 0.084 | 0.078 
0.088 | 0.114 | 0.105 | 0.095 | 0.085 | 0.085 
0.082 | 0.103 | 0.091 | 0.084 | 0.089 | 0.087 
0.083 | 0.107 | 0.109 | 0.106 | 0.102 


0.095 | 0.131 | 0.110 | 0.085 |. 0.091 | 0.089 
0.093 | 0.121 | 0.112} 0.093 | 0.092 
0.086 | 0.170 | 0.237 | 0.199 | 0.147 | 0.128 
0.093 | 0.160 | 0.186 | 0,205 | 0.153 
0.091 | 0.105 | 0.116 | 0.103 | 0.087 | 0.089 
0.085 | 0.092 | 0,094 | 0.090 | 0.093 | 0.089 
0.083 | 0,092 | 0.085 | 0.088 | 0.088 | 0.077 
0.082 | 0.097 | 0.093 | 0.098 | 0.090 | 0.097 340 1.67 | 5.68 


0.085 | 0.117 | 0.089 | 0.094 | 0.096 | 0.091 
0.086 | 0.119 | 0.095 | 0.087 | 0.090 | 0.093 
0.094 | 0.199 | 0.128 | 0.120 | 0.103 | 0.090 
0.088 | 0.142 | 0.115 | 0.098 | 0.088 | 0.082 
0.095 | 0.109 | 0.100 | 0.092 | 0.088 

0.085 | 0.115 | 0.093 | 0.099 | .0.087 | 0.092 
0.096 | 0.102 | 0,103 | 0.094 | 0.089 | 0.086 | 420 1.24 | 5.21 


0.078 | 0,091 0.087 | 9.088 | 0.087 | 0.086 
0.086 | 0.085 | 0.098 | 0,099 | 0.097 | 0.085 380 2.48 9.43 


0.082 | 0.103 | 0.102 | 0.093 | 0.089 | 0.081 
0.076 | 0.101 | 0,102 | 0.094 | 0.080 | 0.086 _ 300 2.80 8.40 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Blutzuckeranstieg nach Einnahme von Livulose 
ist, den bisherigen Angaben entsprechend, im allgemeinen viel 
kleiner, als nach Glykose. 

2. Uber den Blutzuckergpiegel nach Einnahme von Galak- 
tose liegen bis jetzt nur ganz vereinzelte und nicht tibereinstim- 
mende Angaben vor. Ich fand, dass derselbe unvergleichbar 
hoher als nach Glykose liegt. 

3. Der Blutzucker steigt nach Zufuhr von Glykose in der 
Periode des Hungerns bzw. der Eiweissfettdiit, mit den bisherigen 
Angaben wbereinstimmend, erheblich héher als nach Einnahme 
derselben bei gew6hnlicher Erniéihrung. 

4. Dic Livulose verhilt sich dabei etwas anders. Nach 
Einnahme derselben in der Hungerperiode steigt der Blutzucker 
entweder nur ein wenig héher oder in gleichem Masse, wie nach 
Einnahme derselben bei gew6hnlicher Ernihrung. Von Eiweiss- 
fettdiat wird, der Blutzuckergehalt nach Livulose gar nicht 
beeinflusst, im Gegensatz zu Glykose. 

5. Nach Einnahme von Galaktose in der Hungerperiode 
nimmt der Blutzuckergehalt deutlich zu, im Vergleich mit dem 
nach Einnahme derselben bei gewéhnlicher Ernéhrung. Aber 
der Grad ist viel geringcr als bei Glykose. 

6. Der Glykogenansatz der Leber ist, wie bisher berichtet, 
nach Glykoseeinnahme im Hungerzustande sehr gering. 

7. Die Galaktose verhalt .sich dabei fast gleich wie die 
Glykose. 

8. Die Lavulose allein vermag sowohl im Hungerzustande 
als auch bei Eiweissfettdiait Glykogen in der Leber noch erheblich 
zu bilden. 


Zam. Schluss spreche ich Herrn Prof. K. Sakaguchi fir 
seine stetige Anregung und freundliche Leitung meinen verbind- 
lichsten Dank aus. 
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ON THE GASTRIC JUICE OF THE PREGNANT WOMAN. 


By 
TETSUTAROO NAKAI 


(Fron the Depariment of Obstetrics and Gynaecolozy of Kanazmca Medical 
University, Kanazuwoa, Director: Prof. Dr. N. Kudji.) 


(Received for publication, October 20, 1925.) 


Not only during pregnancy, but even during menstruation,. 
there are many women who experience great changes in appetite 
or taste for food. Though these changes are regarded especially 
as one of the early signs of pregnancy, there have been few 
examinations of the influence of pregnancy on the gastric juice; 
we have only the reports of Dr. E. Kehrer, Dr. Th. Boro- 
denko, Dr. T. Saigow, ete. And these are all examinations 
made some years ago, and not examinations performed by the 
fractional method which makes clear the time relation to the 
digestive process of the stomach. I have, therefore, intended 
to examine by the fractional method the gastric juice of the 
pregnant woman in every month of her pregnancy, and have 
inserted Rehfuss-stomach-tubes into the stomachs of many 
pregnant women. But as in the pregnant period the reflex 
action of nausea is exasperated in a remarkable degree, almost 
all cases ended’ in failure. J have during the last year and a 
half, had hardly fourteen cases in which the stomach tubes 
were swallowed with comparative ease and without great dis- 
comfort, and accordingly the gastric juice taken by the fractional 
method seemed to show nearly the natural secretory process of 
the stomach. No doubt, by the result of these few cases, to 
discuss the influence of pregnancy on the gastric juice is over- 
hasty, but we can ascertain without too great error some digestive 
processes of the pregnant woman’s stomach. 


EXPERIMENTAL Merion. 


The examined pregnant woman was selected from those who 
are healthy and have no habit of smoking or drinking. She 
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was given absolutely no food or drink after supper of the pre- 
vious day. The next morning she swallowed a stomach tube, 
by which all the contents of her stomach were drawn out and 
then the tube itself was also drawn out; she gargled afterwards, 
and when she grew calm, was given the test meal and ate it 
with careful mastication. The Rehfuss-stomach-tube used by 
me is made after the original one and somewhat smaller than 
it; the test meal consists of rice-gruel 150. gm., table-salt*0.5 
gm. and hot water 200. cc. Twenty-five or -six minutes after 
taking the test meal, she swallowed the stomach tube again. 
The gastric juice was taken thirty minutes after she had eaten 
the test meal, and by pressing a little air into the stomach tube 
the contents of the stomach remaining in it were returned to 
her stomach, leaving the tube as before. After taking the first 
gastric juice, it was my principle to take 5 or 10 gm. every 
fifteen minutes, until the meal was digested and the stomach 
was empty once more; but in many cases, because of the fatigue 
of the examined woman and so forth this was discontinued. 
‘The flow of saliva was always wiped away with a bit of gauze, 
keeping her from swallowing it. From the gastric juice pre- 
viously extracted, examinations of total acidity, free hydrochloric 
acid, lactic acid, action of pepsine, macroscopic view, etc. were 
‘made. Congo-paper and Guenzberg’s reagent were used in 
the qualitative examination of free hydrochloric acid. 0.5 % 
dimethyl-amino-azobenzol alcoholic solution and 1.0 % phenol- 
phthalein alcoholic solution were used as indicators in the 
quantitative examination of acidity by Toepfer’s method, in 
which each 1.0 cc. of gastric juice was examined with one 
by one hundred normal caustic soda solution. The measure- 
ment of the action of pepsine was made by Dr. Nirenstein 
and Dr. Schiff’s alteration of Mett’s method, describing the 
length of Mett’s tube digested; the qualitative examination of 
lactic acid being made by Kelling’s method. 
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EXPERIMENTAL CASES. 
Case 1. Name R.K. Age 27. Fifth pregnancy. 
Diagnosis, II month of pregnancy. 
feiss ee | 30! i = ae : a oe mine 1.45" 
vo i eld ° . 
Quantity. 20.0 
Total acidity. 3.5 5.3 18.2 25,4 Vs) 6.0 1.4 
Free acidity. _ _ 4.7 9.7 Det ~ = 
Lactic acid. = - _ _ _ _ = 
Pepsin. 1.0 ce OL | Pee ee o.7a| EAs 
Mucus. oe = = = as ni ce 
Food-residue. = + ot a +f + + 
Gall. — — _ cs = — - 
Case 2. Name §8.F. Age 27. Fifth pregnancy. 
Diagnosis, III month of pregnancy. 
ea ' Hunger After taking the test meal, 
ime. 45! 60" 1.15’ 1.30’ 
Quantity. 18.0 
Total acidity. 14.4 29.2 34.4 36.4 31.2 
Free acidity. - 15.4 23.5 25.5 18.5 
Lactic acid. = - - _ <= 
Pepsin. 1.8 262 2.6 3e1 3.4 
Mucus. Ae at = — 
Food-resiaue. = “ te a 
Gall. - ~ = a _ 
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Case 3. Name &.M. Age 20. Second pregnancy. 
Diagnosis, IV month of pregnancy. 


After taking. the test meal, 


. Hunger 
Time. ; 
: time. 30’ 45! 60' 1.15’ 1.30, 
Quantity. 21.0 
Total acidity. 5.5 19.5 36.3 255 | 21.8) | 12.5 
Free acidity. — Bh Er¢ 27.5 15.8 | 8.5 9.5 
Lactic acid. — — = - | o- ee, 
Pepsin. ie 1.2 1.9 2.5 23--|. 2 
mucus. ai ee = =e = Se 
Food-residue; _ + + + oF + 
Gall. - _ — = -- _ 
Case 4. Name K.K. Age 23. ° First pregnancy. 
Diagnosis, IV month of pregnancy. 
a Hunger After taking the test meal, 
ime. : 
time. | 30 45 60’ 1.18 1.90" 1.45 
Quantity. 40.0 


Total acidity. | 92 | 7.5 | 103 | 19.2 | 248 | 255 | 13.0 
Free acidity. _ 3.6 4.8 8.4 13.5 Wire 6.5 


Lactic acid. _ — ae =e ea a = 


Pepsine. - rye tas 1.0 2.3 2.4 2.7 2.4 
Mucus. es a5 a5 aio aS ae te 

~ Food-residue. = a5 ae a5 if + ts 
Gall. _ = = ae a = ae 
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Case 5. Name T.M. Age 26. First pregnancy. 
Diagnosis, V month of pregnancy. 


ite Hesge After taking the test meal, 

time. | 30’ a5 GN ELIS" = 120 ae 
Quantity. 31.0 
Total acidity. 4.8 12.6 14.2 18.9 28.1 32.2 31.2 
Free acidity. -- 4.0 4.9 11.8 21.2 23.5 18.2 
Lactie acid. _ = _ = - = _ 
Pepsin. 2.0 1.2 13°) 14 21 2.0 2.1 
Mucus. = a <a a — BE + 
Food-residue. — — a a ae oe + 
Gall. = _ _ _ _ _ ~ 

Case 6. Name K.H. Age 22. First pregnancy. 


Diagnosis, V month-of pregnancy. 


on (lunger After taking the test meal, 
Tine. time. 80’ 45! ; 60" 1.15’ 1.30’ 1.45’ 2, 
Quantity. i ee) 


Total acidity.! 80 | 13.0 | 18.0 | 32.0 |-34.5 | 28.0 | 29.0 | 19.5 
Kee acidity. =P 74 | 90:5 | 28.7 | 14.5 | 15.5 9.5 


Lactic acid. | — he ee = 2 as Ss = ae 
| 


Pepsin. | 0.5 1.2 2.0 2.0 2.2 1.6 1.1 1.3 
Mucus. , >= | os = et = sat ee 1 
Food-residue. | — as = ae ve 4 13 


Gall. io “a = < = Sa age BA ie 


470) T. Nakai: 
Case 7. Name M.N. Age 22. First pregnancy. 
Diagnosis, VI month of pregnancy. 
mirc Hunger a After sage the pi meal, oes 
: 15 
Quantity. 13.0 
Total acidity. 13.4 13.4 Lad 22.1 27.0 
Free acidity. 4.0 6.6 11.2 18.7 18.7 
Lactic acid. = = = — — 
Pepsin. 0.3 Lisil 1.3 1.6 1.6 
Mucus. os — — =e + 
Food-residue. = ta ap + + 
Gall. | = a = = _ 
Case 8. Name Y.I. Age 36. Seventh pregnancy. 
Diagnosis, VI month of pregnancy. 
eas Hunger Bake taking the test meal, 
: 30! 45! 60’ 1.15’ 1.30’ 
Quantity. 24.0 
Total acidity. 4.2 16.5 31.0 42.0 40.5 29.0 
Free acidity. = 2.9 14.5 36.5 22.5 19.3 
Lactic acid. oa = ad = — — 
Pepsin. 0.2 1.8 1.7 2.2 2.8 3.0 
Mucus. = us ae = a5 a 
Food-residue. = af ar 35 AE = 
Gall. = = = = = = 


=. 


iw 
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Case 9. Name K.H. Agei19. First pregnancy. 
Diagnosis, | VII month of pregnancy. 


Time. Hunger “ ae pa = a he 
Quantity. 16.0 
Total acidity. | 2.0 | 9.0 145 | 220 | 235 | 20.0 
Free acidity. [{ — | 35 10.5. | “17.0 17.5 14.5 
Lactic acid. | — _ - — _ —_ 
Pepsin. 0.5 iz 1.9 28 2:2 a te 
Mucus. = — _ _ 25 + 
Food-residue. = + + 45 ae ae 
Gall. = = — = = = 

Case 10. Name F.T. Age 27. First pregnancy. 


Diagnosis, | VII month of pregnancy. 


Time. Hunger ; After taking the test meal, 
ag | 30’ 45! . 60’ 1.15’ 1.30’ 
Quantity. 22.0 
Total acidity. 3.0 10.0 22.5 22.0 26.0 23.5 
Free. acidity. a 5.5 17.0 18.0 19.8 17.5 
Lactic acid. - _ Soy = = = 
Pepsin. 0.8 2.2 2.8 3.0 2.8 3.2 
Mucus. - + + = + + 
Food-residue. o re uf fe ra i 
Gall. — = a8 = = = 
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Case 11. ‘Name K.T. Age 26. Third pregnancy. 
Diagnosis, VIII month of pregnancy. 
After taking the test meal 
Time. ve ae . . 
g ines) _ 30! 45! 60’ 1.15’ 1.30’ 1.45’ 
Quantity. 36.0 
Total acidity. 7.5 6.5 11.0 28.5 47.0 51.0 48.0 
Free acidity. | trace. 2.5 5.0 19.5 39.8 32.5 34.0 
Lactic acid. _ _ - - _ _ - 
Pepsin. sles 1.5 2.3 2.5 PTE 74 3.0 
Mucus. = = = — ats ae et 
Food-residue. = aie <= 45 ls ae IF 
Gall. _ _ — — _ — _ 
Case 12. Name Y.F. Age 38. Second pregnancy. 
Diagnosis, VIII month of pregnancy. 
After taking the test meal, 
Time. ee ¥ = 
nek 30’ 45! 60’ 1.15’ 1.30’ 
Quantity. 9.0 
Total acidity. 3.0 17.0 25.0 47.0 47.5 22.5 
Free acidity. = 13.5 18.5 35.0 34.5 12.5 
Lactic acid. = = - — — — 
Pepsin. 1.4 1.6 2.0 2.1 Dees 2.4 
Mucus. a = = a= _ a 
Food-residue. a + + + i =e 
Gall. — - = = = 2 
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Case 13‘ Name Y.N. Age 41. Seventh pregnancy. 
Diagnosis, X month of pregnancy. 


ee Hunger After taking the test meal, 
Ime; 30’ 45’ 60’ 1.15’ 1.30’ 

Quantity. 38.0 
Total acidity. 2.5 14.0 15.0 29.0 31.5 26.0 
Free acidity. = 7.5 11.0 22.5 23.5 13.5 
Lactic acid. = -- — = a = 
Pepsin. 0.3 0.5 1.3 17 2.0 1.9 
Mucus. 4p = + — cE + 
Food-residue. —_ + + se ue a 
Gall. - _ = ae <s zs 

Case 14. Name 8.M. Age 37. Second pregnancy. 

Diagnosis, X month of pregnancy. 
Time. Hunger After taking the test meal, 
rane 30’ 45’ 60’ 1.15’ 

Quantity. 47.0 7 
Total acidity. 9.0 25.0 39.0 36.0 41.5 
Free acidity. - 11.5 22.4 26.0 26.5 
Lactic acid. — =S == ae _ 
Pepsin. 0.4 0.9 ys 2.0 2.2 
Mucus. - — _ at ap 
Food-residue. = te + + a 
Gall. = = = <3 = 
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CoNSIDERATION. 


f. The gastric juice in the hunger time. 


The existence of stomach contents during the hunger of 
the early morning, hitherto, was considered within about 20 cc. 
at the most; more than this was considered pathological. But 
since the invention of the Rehfuss-stomach-tube, the reports 
of Dr. Rehfuss, Dr. Bergeim, Dr. Hawk, Dr. Fowler, 
Dr, Zentmire and Dr. Nakao who made examinations with 
it, demonstrate that even during hunger of the early morning, 
any healthy person has on an average more than 40cc. of 
digestive gastric juice in his stomach. The result which I 
examined in fourteen pregnant women is as follows, briefly. 


Quantity of gastric juice; max. 47.0cc. min. 9.0cc. 
average. 25.1 ccm 

- Free hydrochloric acid; in 2 cases HCl-reaction positive. 
in 12 cases HCl]-reaction negative. 

Total acidity; max. 14.4 min. 2.0 average. 6.4 

Action of pepsin (signified by the length of Mett’s tube 

digested); max. 2.0 min. 0.2 average. 0.97 
Lactic acid; _in all cases lactic acid reaction by Kelling’s 
method negative. 

Food-residue; in no case observed. 

Gall; in no case observed. 

Mucus; in about half of my cases more or less observed. 


That is, though its quantity is very much less than the average 
obtained by the above-mentioned authors, still every case shows 
the existence of gastric juice in perfect condition in an empty 
stomach. 


IT. The gastric juice after taking the test meal. 


On surveying all my examined cases, the free acidity and 
total acidity in all cases was at first low, then gradually ascend- 
ing, and afterwards descending; in many cases their highest 
points occurred at an hour and a quarter after taking the test 
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meal, and the average of its highest points is shown in the 
table I. The action of pepsin was like the acidity, at first 
feeble and gradually more intense, but after the highest point 
had been reached, its variation was not so remarkable as that 
of the acidity. The lactic acid reaction by Kelling’s method 
was in all examinations negative. The food-residue was, in my 
all examinations, recognized in all cases; there is no case in 
which the mucus did not mix during the whole process; it was 
recognized in two cases that the gastric juice was coloured by 
mixing with the gall. 

On dividing my subjects into six cases observed during the 
first half of pregnancy and eight cases during the second half, 
in the comparision of free acidity and total acidity the average 
of the former is lower than that of the latter. 

When the free acidity and total acidity which I examined 
in the pregnant women is compared with that of the healthy 
non-pregnant women, not only are the reports not applicable’ 
to foreigners, whose food and tastes are different from those 
of our people; but even in the reports about our people 
we must consider more carefully the influence of menstrua- 
tion on the gastric juice, because it has been asserted by Dr. 
Okabayashi, Dr. Jaworski, Dr. Elsner, Dr. Kehrer, Dr. 
Wolpe, ete., after Dr. Kretschy, that the secretory process 
of the stomach alters during the menstrual period. But as 
there are no reports exactly comparable with mine, I necessarily 
compared my examinations with the reports which Dr. Nakao, 
Dr. Yukawa, Dr. Izumi, Dr. Hirata, Dr. Fukushima 
and Dr. Niki (table II) have presented concerning the gastric 
juice of healthy people of our country. The result was that 
the free acidity and total acidity of my examined pregnant 
women is lower than that of the latter. 


476 


T. Nakai: 


TABLE I. 


Condition. 


free acidity. 


total acidity. 


average of 6 cases 


of first half of 22.1 


pregnancy. 


average of 8 cases 


of second half of Pelt 
pregnancy. 

“average of all 14 

cases. 24.9 


TABLE II. 


name of authors. 


free acidity. 


total acidity. 


Nakao. 
Yukawa. 
Izumi. 
Hirata. 
Fukushima. 


Niki. 


32.1 
32.0 
29.0 
31.2 
32.2 
30.0 


43.9 
42.0 
35.0 
43.6 
52.4 
50.0 


Thus, in pregnancy the free acidity and total acidity of gastric 
juice are lower than in non-pregnanecy; and especially remark- 
able in the first half of pregnancy. 
we must consider that the insertion of the Rehf uss-stomach , 
tube-may influence the pregnant woman’s mind much more 
(hai that of the non-pregnant. — 


With this result, however- 
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